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1Résumé
Les cytokines sont des protéines solubles qui interviennent dans la
communication cellulaire entre les cellules d’un organisme. Elles agissent sur de
nombreux types cellulaires en se fixant sur leurs récepteurs membranaires
spécifiques. La famille du CNTF, qui comprend le CNTF, le complexe CLC/CLF et
la neuropoiétine, se caractérise par l’utilisation d’un récepteur comprenant une
sous-unité alpha et des chaînes réceptrices de signalisation gp 130 et LIFRf3. Alors
que la chaîne alpha est spécifique, les chaînes transductrices du signal sont
partagées avec d’autres membres de la famille de FIL-6. Le CNTFR est exprimé
principalement par les cellules du système nerveux et les muscles squelettiques.
Le premier ligand décrit pour ce récepteur est le CNTF qui est synthétisé par les
astrocytes et les cellules de Schwann. Le CNTf ne possède pas de peptide signal,
il n’est pas sécrété dans le milieu extracellulaire. Cette cytokine a essentiellement
un rôle neurotrophique et myotrophique lors d’événements traumatiques comme
la dénervafion. L’inactivation du gène codant pour le CNTFRa chez la souris
conduit à un phénotype très sévère avec la mort périnatale des animaux. La
grande différence entre le phénotype silencieux des souris CNTF-/- et la gravité de
celui des souris CNTPR-/- a suggéré l’existence d’autres ligands du récepteur au
CNTF. Le complexe CLC/CLF est le premier de ces ligands alternatifs à avoir été
identifié. CLC/CLF, comme le CNTF, a des activités neurotrophiques. Décrite en
2004, la neuropoiétine s’avère être un troisième ligand pour le récepteur au
CNTF. Cette cytokine semble contribuer au développement nerveux chez la
souris, mais peu de données sont disponibles sur les voies de signalisation qu’elle
recrute lors de l’activation de son récepteur. Nous avons donc étudié les voies de
signalisation empruntées par la neuropoiétine et la modulation de gènes en
réponse à cette cytokine. Dans le but d’étudier plus précisément le rôle de CLC et
de la neuropoiétine dans le développement, nous avons entrepris de générer des
souris transgéniques invalidées pour ces gènes. Lors de son identification,
l’ARNm de CLf a été détecté dans une lignée cellulaire de tumeur du sein, la
lignée MCF-7, qui exprime également l’ARNm codant pour la chaîne Œ du
récepteur au CNTF. Nous avons donc étudié l’expression et le rôle de CLC/CLF
dans des lignées de cancer du sein et dans des tumeurs mammaires. Nos
11
observations suggèrent que CLC/CLF pourrait être un des facteurs participant à
la multiplication autocrine des cellules tumorales mammaires.
Mots-clés : CNTFR, CLC/CLF, CNTF, neuropoiétine, cancer du sein, souris
Knock-Out
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Abstract
Cytokines are soluble proteins which play a role in the cellular
communication between ffie celis of an organism. They act on many cellular types
by activating specific membrane receptors. Receptor of cytokines belonging to the
CNTF family (CNTF, CLC/CLF and NP) comprises a non-signaling specific alpha
chain and two signaling chains, gpl3O and LIFR[3. Whereas the alpha chain is
specific, the signaling chains are shared with other members of the IL-6 family.
The CNTFR is mainly expressed by nervous system and skeletal muscle celis. The
first ligand described for this receptor is CNTF which is synthesized by astrocytes
and Schwann cells. The CNTF does flot have a peptide signal, and is flot secreted
in the extracellular medium. CNTF lias primarily neurotrophic and myotrophic
roles at the time of traumatic events like denervation. In mice, the CNTFRa gene
inactivation leads to a very severe phenotype: mice die perinatally and display
severe motor neuron deficits. The difference between tlie phenotype of CNTF/
mice and CNTFR-/- mice suggested the existence of other developmentally
important CNTFR ligands. CLC/CLF was tlie flrst alternative CNTFR ligand to be
identified. Like CNTF, this composite cytokine lias neurotrophic activities. In
2004, a third ligand for the CNTF receptor, named neuropoietin, was described.
This cytokine seems to contribute to the nervous system development in the
mouse but the signalisation pathways recruited upon activation of the CNTFR by
neuropoietin were largely uncliaracterized. We therefore studied the signalisation
pathways used by neuropoietin and tlie modulation of genes in response to this
cytokine. To investigate the roles of CLC and neuropoietin in the development, we
initiated the generation of transgenic mice invalidated for these genes.
Furthermore, during its identification, CLF mRNA was detected in tlie MCF-7
breast tumour ceil une, expressing aiso the mRNA coding for the Œ chain of the
CNTF receptor. We tlierefore studied tlie expression and role of CLC/CLf in
breast cancer cell lines and breast tumour. Our resuits suggest that CLC/CLF
could contribute in the autocrine multiplication of mammary tumour cells.
Keywords : CNTfR, CLC/CLF, CNTF, neuropoietin, breast cancer, Knock-Out
mice
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Introduction
La coordination des fonctions de chaque cellule est indispensable à la
survie de l’organisme et donc des cellules elles-mêmes. Ce contrôle des fonctions
cellulaires s’effectue par l’intermédiaire de contacts directs entre les cytosols des
cellules voisines ( gap junctions ») ou au moyen de messagers chimiques qui
véhiculent l’information. Les médiateurs de l’organisme assurent les dialogues
entre les divers types cellulaires pour une bonne harmonie de ces diverses
fonctions.
Les cytokines sont des médiateurs solubles de la communication
intercellulaire. Ce sont généralement des molécules de faible poids moléculaire,
exprimées transitoirement, et qui agissent le plus souvent sur un mode autocrine
ou paracrine. Elles sont impliquées dans la régulation de la survie cellulaire, la
croissance, la différenciation, Vhématopoïèse et les réponses immunitaires. Leur
durée de vie est généralement courte in vivo et elles sont rapidement dégradées
dans l’organisme. Chaque cytokine va agir sur plusieurs types cellulaires
différents, on parle alors de pléiotropie. Différentes cytokines peuvent avoir un
effet identique sur une cellule donnée, elles sont alors redondantes. Le signal
initié par la fixation d’une cytokine sur son récepteur est ensuite relayé à
l’intérieur de la cellule par l’activation de différentes voies de signalisation
intracellulaires allant jusqu’au noyau où la réponse cellulaire est amorcée. Les
voies de signalisation aboutissent à la régulation de la transcription des gènes.
Les cytokines hélicoïdales de classe I constituent un large groupe de
molécules qui jouent un rôle clé dans une multitude de processus physiologiques.
Bien que les cytokines présentent peu d’homologie entre elles dans leur structure
primaire, elles ont pu être regroupées en plusieurs familles selon leur structure
tridimensionnelle. C’est d’abord Bazan qui a remarqué des homologies dans les
structures secondaire et tertiaire de certaines cytoldnes, permettant de définir
des motifs en hélices a (Bazan, 1990). Il a ainsi prédit une structure en quatre
hélices Œ disposées de façon anti-parallèle deux à deux. La plupart des complexes
récepteurs de haute affinité des cytokines de type I sont composés d’au moins
deux chaînes distinctes, les sous-unités a et f3. Le plus souvent, les sous-unités c
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fixent spécifiquement la cytokine, puis ce complexe s’associe à une ou plusieurs
sous-unités [3 qui assureront la transduction du signal. La chaîne de
transduction peut être commune à plusieurs cytokines, et aussi permettre de
définir des sous-familles fonctionnelles à l’intérieur de la famille des cytokines de
type I. Ainsi, les récepteurs des membres de la famille de 1’IL-6 partagent la
chaîne réceptrice de transduction gpl3O. Le signal induit par les cytokines de
type I emprunte la voie de signalisation JAK/STAT (Heinrich et ai, 1998).
Les cytokines de la famille de l’IL-6 incluait jusqu’à récemment six membres
l’interleukine 6 (IL-6), l’interleukine 11 (IL-l 1), le ciliary neurotrophic factor
(CNTF), le leukemia inhibitory factor (LIF), l’oncostatine M (OSM) et la
cardiotrophine I (CT- 1) qui exerçaient un large spectre d’effets biologiques in vitro.
En 1999, un nouveau membre de la famille des cytokines utilisant gpl3O a été
identifié par deux groupes de recherche indépendants et a été nommée « Novel
neurotrophin- 1/3 ceil-stimulating factor-3 (NNT- 1 /BSF3) ou « Cardiotrophin-like
cytokine » (CLC) (Senaldi et ai, 1999; Shi et ai, 1999). Dans ce rapport, cette
cytokine sera référencée sous le terme de CLC. Depuis l’identification de CLC,
différents articles ont permis de connaître son profil d’expression, les voies de
signalisation engagées et les effets biologiques dans différents systèmes
cellulaires. CLC est principalement exprimée dans les organes lymphoïdes
secondaires tels que les ganglions lymphatiques ou la rate, mais elle est aussi
détectée dans d’autres organes incluant la moelle osseuse, les ovaires, le
placenta, le rein, la glande pituitaire et autres (Shi et aÏ, 1999). CLC est un
nouveau ligand du récepteur au « Ciliary Neurotrophic Factor » (CNTF) abrégé
CNTFR et active principalement la cascade de signalisation JAK-STAT.
Contrairement au CNTF, CLC peut être activement sécrétée par les cellules sous
forme de complexes avec le récepteur soluble aux cytoldnes de type I, « Cytokine
Like Factor-1 » (CLF) (Elson et ai, 2000) ou le récepteur soluble au CNTf
(sCNTfR) (Plun-Favreau et ai, 2001). Ainsi, CLC est un nouveau ligand sécrété
sous forme de cytokine composite et agit sur le récepteur du CNTF.
En 2004, la neuropoiétine (NP) a été identifiée comme la dernière cytokine
appartenant à la famille de l’IL-6 par le groupe de Hugues Gascan (Derouet et ai,
2004). C’est la troisième cytokine, en plus du CNTF et de CLC/CLf, connue pour
utiliser le récepteur tripartite au CNTF. Chez la souris, la neuropoiétine est
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exprimée uniquement pendant le développement embryonnaire dans le cerveau
(Derouet et ai, 2004). De plus, l’expression embryonnaire de la neuropoiétine et
de CNTFR, mais pas de CLC et CNTF, coïncident et ceci peut indiquer qu’une
signalisation déficiente de la neuropoiétine pourrait partiellement contribuer au
phénotype périnatal létal observé dans les souris CNTfRa/. Curieusement, le
gène humain codant pour la neuropoiétine contient une délétion de 8 nucléotides
dans le troisième exon engendrant un décalage du cadre de lecture, ainsi le gène
humain de la neuropoiétine serait un pseudogène (Derouet et ai, 2004).
Mes travaux de recherche ont porté dans un premier temps sur
l’élaboration d’une souris Knock-In inductible dans le but d’étudier le rôle de CLC
dans le développement des systèmes nerveux et immunitaires. Parallèlement,
nous nous sommes intéressés au rôle autocrine de CLC dans le cancer du sein.
Et enfin, nous avons étudié de façon plus précise les voies de signalisation
empruntées par la neuropoiétine.
Chapitre 1. Les récepteurs de la famille gpl3O et
leurs voies de signalisation
I. La famille des cytokines gpl3O et leurs récepteurs
A. Généralités: Cytokines et récepteurs
La famille des cytokines gpl3O comprend l’interleukine (IL)-6, l’IL-l 1, le
« leukemia inhibitory factor » (LIF), l’oncostatine M (OSM), la cardiotrophine-1
(CT-1), le « ciliary neurotrophic factor » (CNTF), la « Cardiotrophine-like cytokine »
(CLC) (ou NNT-1/BSF-3) et la neuropoiétine. Les sous-unités réceptrices
impliquées dans la reconnaissance des cytokines de cette famille peuvent être
divisées en deux groupes: les sous unités non transductrices du signal, appelées
chaîne alpha: IL-6Ra, IL-1 iRa et CNTFRa, et les sous-unités transducfrices du
signal, appelées chaîne béta: gpl3O, LIFR et OSMR (figure 1).
9p13019p130 a gp13O/UFR? 9p13OI05MR$
il-6 IL-il 1 11F CT-1 aJTF Q.C tP
FIgure 1 : Représentation schématique des récepteurs aux cytokines de la famille de
l’IL-6. Ces complexes récepteurs induisent un signal grâce à plusieurs combinaisons de
sous-unités réceptrices (gpl3O, LIFRf et OSMRf3). La chaîne gpl3O est utilisée par tous
les membres de la famille. D’après (lleinrich et ai, 2003)
Toutes les cytokines recrutent la sous-unité réceptrice commune gpl3O et
une sous-unité réceptrice spécifique. Plusieurs cytokines de cette famille
induisent la formation d’hétérodimères entre gpl3O et LIFR comme le LIF, l’OSM
05M
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humaine, la CT- 1, le CNTF et CLC. Dans le cas de CLC et du CNTF, le récepteur
tripartite final inclut une sous-unité réceptrice spécifique du ligand : le CNTFRŒ.
L’ensemble de ces récepteurs sont membres de la famille des récepteurs
hématopoiétiques de classe I, qui sont caractérisés par un domaine de liaison aux
cytokines ou domaine CBD (Cytokine Binding Domain) formé de deux modules
fibronectine de type III liés entre eux par une séquence riche en proline (Bazan,
1990). Ces récepteurs de classe I contiennent quatre résidus cystéines conservés
dans le domaine fibronectine III N-terminal du CBD formant des ponts disulfures
intramoléculaires et une séquence conservée «WSXWS» dans le module
fibronectine III C-terminal (Figure 2).
donHe de type 1g
es vées
Doetaine de ison aux
cytokiies (CBD)
moùt WSXWS
dcmarne bbmnece de type UI
Site de on des JAKs
Site de ftation des STATs
FIgure 2: Représentation schématique de la structure d’un récepteur de cytokine
de type I: exemple du récepteur de haute affinité de l’IL-6.
B. Le récepteur au CNTF
1. Structure
Le récepteur au CNTF est un récepteur membranaire multimérique (Davis
et ai, 1991). La sous-unité réceptrice de fixation du CNTF, le CNTFR(x, présente
des homologies structurales avec le récepteur de l’IL-6 (IL-6RŒ). En particulier, il
possède deux ponts cystéines dont les positions sont conservées, et la présence
du motif « WSXWS » retrouvé dans la quasi-totalité des récepteurs aux cytokines.
IL-6Rci
gpf30
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Le CNTfRŒ contient en position N-terminal un domaine « immunoglobulin-like »
et un domaine de liaison aux cytokines (domaine CBD). Le récepteur fonctionnel
pour le CNTF comprend, outre le CNTFRa, la chaîne de transduction gpl3O
commune à l’ensemble des cytokines de la famille de l’IL-6, et la chaîne de
transduction correspondant au récepteur du LIF, le LIFR (Davis et aï, 1993b).
Le CNTFRa, de poids moléculaire de 72 kDa, est un récepteur principalement
extra-membranaire. Contrairement au récepteur de flL-6, ce récepteur est ancré
dans la membranaire cellulaire par l’intermédiaire d’un groupement
glycosylphosphafidylinositol (GPI). Le récepteur au LIF (LIFR) présente une
organisation similaire à gpl3O avec un domaine CBD en N-terminal
supplémentaire (Figure 3).
U)IJN •AncteGP CNTFRŒ j
g CBD
llIH .IL)cDHE
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Il gpJ3O
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de type iii
transmembranaire
IH •ii UFRp
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transmembranaire
FIgure 3: Représentation schématique des structures modulaires de CNTFRx,
gpl3O et LWRÏ3. Les domaines CBD (Cytokine Binding Domain) contiennent
respectivement les deux cystéines conservées (indiquées par une double ligne) et le motif
WSXWS (indiqué par une ligne épaisse) qui sont caractéristiques de ces molécules (Man et
ai, 2003).
L’expression membranaire du CNTFRŒ confère au récepteur tripartite une
sélectivité et une spécificité de liaison pour ses ligands. La fixation du ligand sur
le récepteur fonctionnel va engendrer des modifications structurales des chaînes
réceptrices avec notamment un contact et une dimérisation des chaînes de
signalisation gpl3O et LIFR qui vont amorcer les cascades de transduction du
signal et amener l’information vers le noyau (Davis et ai, 1993b).
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L’ancrage glycolipidique du CNTFRa dans la membrane peut être clivé par une
phospholipase pour donner une forme soluble de CNTFRa. Celui-ci reste capable
de lier le ligand, et l’association de CNTF/CNTFRa soluble va pouvoir ensuite
activer les cellules exprimant les sous-unités réceptrices gpl3O et LIFRf3 en
absence du CNTFRa membranaire (Davis et ai, 1993a).
2. Profil d’expression et phénotype des souris CNTFRa-/
Le CNTFRa a été cloné en 1991 par le groupe de Davis (Davis et ai, 1991).
CNTFRa est essentiellement exprimé dans le tissu neural au niveau des
neurones. En dehors du système nerveux central, une expression relativement
forte a été détectée au niveau des cellules des muscles squelettiques, et une
expression plus modérée a été visualisée au niveau de la glande surrénale, du
nerf sciatique, de la peau, du foie, des testicules et des reins (Davis et ai, 1991)
(Ip and Yancopoulos, 1992).
L’inactivation du gène codant pour le CNTFRa chez la souris conduit à un
phénotype très sévère avec la mort périnatale des animaux. Les souriceaux ne
peuvent se nourrir et présentent un déficit important au niveau des populations
de neurones moteurs (DeChiara et ai, 1995).
3. Les ligands du CNTFR
A 1heure actuelle, trois ligands ont été décrits pour le récepteur au CNTF.
Le premier ligand est le facteur neurotrophique CNTF. En 2000, le complexe
CLC/CLF a été décrit comme étant le second ligand du CNTFR (Elson et ai, 2000),
et enfin, en 2004, la neuropoiétine a été découverte comme un troisième ligand de
ce récepteur (Derouet et ai, 2004). Ces différents ligands seront largement
détaillés dans le chapitre 2 de ce manuscrit.
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II. Les voies de signalisation
A. La voie de signalisation JAK-STAT
La voie de transduction majeure des cytokines de la famille gpl3O est la
cascade de signalisation impliquant les Janus Kinases (JAKs) et les
Transducteurs du Signal et Activateurs de Transcription (STAT5). La voie de
signalisation JAK-STAT a été décrite par de nombreuses équipes (Naka et ai,
2002);(Heinrich et ut, 2003).
1. Mécanisme général de transduction du signal activé par
un complexe cytokine/récepteur.
La fixation d’une cytokine sur son complexe récepteur permet l’activation
de la signalisation intracellulaire. La liaison du Ïigand mène à un changement
conformationnel dans le complexe récepteur qui induit rapidement l’activation
des tyrosines kinases qui lui sont associées, kinases de la famille des JAKs. Les
JAKs activées phosphorylent les résidus tyrosine spécifiques dans les domaines
cytoplasmiques du récepteur qui entraînent, entre autre, le recrutement des
facteurs STATs. A la suite de la liaison au récepteur, les facteurs STATs sont très
rapidement phosphorylés par les JAKs. La formation d’homo ou d’hétérodimères
de protéines STATs résulte de l’association entre les résidus tyrosine
phosphorylés et le domaine SH2 de ces facteurs. Les dimères sont activement
transloqués dans le noyau et régulent la transcription des gènes dépendants des
STATs (Figure 4).
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FIgure 4: SIgnalisation de l’IL-6 via la voie de signalisation JAK-STAT. D’après
(Heinricli et ai, 1998).
2. Les « Janus Kinases »
Les « Janus Kinases » (JAKs) sont des protéines cytoplasmiques à activité
tyrosine kinase dont le poids moléculaire varie entre 120 et 140 kDa. Elles sont
actuellement au nombre de quatre: JAK1, JAK2 et Tyk2 qui sont exprimées de
façon ubiquitaire, et JAK3 qui est principalement exprimée dans les cellules
d’origine hématopoétique (Ihie and Kerr, 1995). Bien que JAK1, JAK2 et Tyk2
lient les sous-unités transductrices du signal gpl3O, LIfRf3 et OSMR, JAK1
semble être principalement impliquée dans la signalisation des cytokines gp 130
(Lutticken et ai, 1994; Narazaki et at, 1994; Stahi et ai, 1995). Ces protéines sont
constituées de différents domaines et en particulier d’un domaine tyrosine kinase,
le domaine C-terminal JH1 (JAK Homology domain-1), qui est caractérisé par
deux résidus tyrosine conservés nécessaires à l’activité enzymatique du domaine
(Figure 5). La mutation des deux résidus tyrosine (Tyr1054 et Tyr1055) par des
I).)
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_
/
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phénylalanines dans la molécule Tyk2 entraîne une inactivation de la protéine. La
mutation ponctuelle d’une des deux tyrosines (Tyr 1007) dans la molécule JAK2
conduit également à une très forte diminution de l’activité tyrosine kinase de
cette protéine. Le domaine JH1 est précédé d’une région JH2 ou «kinase like
domain» (domaine pseudo-kinase), dont le rôle n’est pas clairement établi.
Cependant, il semblerait que ce domaine régule négativement la fonction des
protéines JAKs (Lutficken et ai, 1994; Narazaki et ut, 1994; Stahi et ai, 1995).
Les JAKs peuvent se lier de façon constitutive à la partie distale intracellulaire
des récepteurs par leurs domaines JH3 à JH7 situés dans la région N-terminale
de ces protéines (Stahl et ai, 1995; Heinrich et ai, 199$) (Figure 5). En effet, dans
cette région du récepteur ont été identifiés deux motifs conservés, appelés “boîtes”
1 et 2 (Murakami et aÏ, 1991). La “boîte 1” est un motif riche en proline et la
“boîte 2” est caractérisée par deux groupes d’acides aminés hydrophobes et
basiques. La proximité des domaines intracellulaires des récepteurs permet
l’activation des JAKs, induite par une trans-phosphorylation des deux tyrosines
conservées dans le domaine JH 1. Cette étape déclenche l’activité catalytique de
ces kinases qui vont ensuite phosphoryler de façon croisée des résidus tyrosine
conservés (“boîte 3”) sur les domaines intracellulaires des récepteurs (Murakami
et ai, 1993; Ihie and Kerr, 1995; Haan et aÏ, 2002). Les tyrosines phosphorylées
dans le récepteur constituent des sites d’ancrage pour différentes protéines de la
signalisation et aussi pour les facteurs de transcription de la famille STAT au
niveau de la boite 3 (Stahl et ai, 1995). Les cytokines de la famille de l’IL-6
activent préférentiellement JAK1, mais également JAK2 et Tyk2.
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FIgure 5: Organisation structurale des composants de la voie de signalisation des
cytokines de la famille de l’IL-6. Les résidus tyrosine et sérine importants dans la
phosphoiylafion sont indiqués. D’aprés (Heinrich et ai, 2003).
Le phénotype des souris déficientes pour JAK1 (Rodig et ai, 1998), pour
JAK2 (Neubauer et ai, 1998; Parganas et aÏ, 1998), est létal alors que les souris
déficientes pour Tyk2 ne présentent pas d’anomalies développementales évidentes
(Karaghiosoff et ai, 2000; Shirnoda et aÏ, 2000). En revanche, en 2006, l’équipe de
Minegishi et ai a identifié un patient possédant une mutation homozygote sur le
gène de Tyk2 entraînant une absence de protéine fonctionnelle. Ce patient a été
diagnostiqué avec un syndrome d’hyper-IgE, montrant une susceptibilité
anormale pour divers microorganismes (virus, champignons et mycobacténes). Il
souffre de dermatite atopique avec un taux élevé d’IgE. Ce patient présente des
dysfonctions dans plusieurs voies de signalisation activées par les cytokines dont
l’1L6. Cette déficience montre que Tyk2 joue un rôle important dans la
signalisation impliquée dans l’immunité innée et acquise chez lhumain
(Minegishi et al 2006).
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3. Les STATs ou « Signal Transducers and Activators of
Transcription »
Les « Signal Transducers and Activators of Transcription » (STATs) sont des
protéines intracellulaires d’un poids moléculaire apparent de 85 kDa. Elles sont
actuellement au nombre de sept : STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a,
STAT5b, STAT6. L’expression de STAT4 est plus restreinte aux cellules d’origine
myéloïde et testiculaire, mais les autres membres de la famille sont exprimés de
façon ubiquitaire (Zhong et ai, 1994). Les membres de cette famille de protéine
présentent différents domaines conservés (Figure 5). Ils possèdent en N-terminal,
un domaine d’oligomérisation, un domaine de type “coiled-coil”, un domaine de
liaison à l’ADN et un domaine 5H3. L’extrémité C-terminale est constituée d’un
domaine 5H2 et d’un domaine de transactivation. Un résidu tyrosine, situé dans
ce dernier domaine et conservé dans toutes les STATs, est phophorylé après leur
activation (Heinrich et ai, 1998). Les deux parties C et N-terminales sont reliées
entre elles par un domaine en boucle. Le domaine 5H2 permet la fixation de ces
STATs sur les tyrosines phosphorylées des récepteurs. Les STATs liées aux
domaines intracellulaires du récepteur sont ensuite phosphorylées par les JAKs
sur le résidu tyrosine conservé en C-terminal. Cette activation entraîne un
changement de conformation qui permet la libération des STATs du récepteur.
Ces protéines vont ensuite s’Iiomo- ou s’hétérodimériser par fixation du domaine
SH2 de l’une sur la tyrosine phosphorylée de l’autre et réciproquement (Shuai et
ai, 1994), ce qui permet leur activation. Les différentes familles de récepteurs
sont associées à certaines STATs, ce qui leur confère leurs spécificités d’action.
La protéine STAT3 est principalement impliquée dans la signalisation de gpl3O et
du LIFRf3 mais avec une moindre importance, les facteurs STAT1 et STAT5 jouent
également un rôle (Paonessa et ai, 1995).
La dimérisation des STATs permet leur translocation dans le noyau par un
mécanisme impliquant des complexes d’importines au niveau des pores
nucléaires. En effet, ce dimère s’associe à des protéines appartenant à la famille
des karyopherines-f3 dont font partie les importines. Ces protéines vont assurer la
translocation dans le noyau (Heinricli et ai, 2003; Reich and Liu, 2006). Une fois
dans le noyau, ces dimères peuvent ensuite se fixer sur des séquences consensus
de type GAS (‘fl’N5AA) via leurs domaines de liaison à l’ADN et réguler la
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transcription de gènes cibles situés en aval (Akira et ut, 1994; Zhang et ai, 1995).
La nature des gènes cibles pourrait dépendre de la composition du dimère de
$TATs. En effet, elles peuvent réguler la transcription de gènes variés comme,
par exemple, les gènes codant pour les protéines de la phase aigué de
l’inflammation, certains facteurs de transcription (jun-B, c-fos, IRF-1), des
protéines telles que le «vasoactive intestinal peptide » (VIP), les « heat shock
protein » (H$P) et la protéine gpl3O (O’Brien and Manolagas, 1997; Heinrich et ai,
1998).
La voie JAK/STAT est la voie de signalisation majoritaire pour les
cytokines de la famille de VIL-6, cependant, ces protéines peuvent également
initier l’activation d’autres voies de signalisation intracellulaire.
B. Les protéines adaptatrices et la famille des MAP kinases
Deux tyrosines (Tyr759 et Tyr974) phosphorylées par les JAKs sur les
domaines intracellulaires de gpl3O et du LIFR3 respectivement, sont des sites
d’ancrage pour la protéine SHP-2 qui est une protéine phosphatase ubiquitaire
(Boulton et aÏ, 1994; Kumar et ai, 1994). Lorsque SHP-2 interagit avec les
domaines intracellulaires des différents récepteurs, cette protéine va être
phosphorylée par les JAKs. Elle va ensuite recruter la protéine adaptatrice «
growth factor receptor bound protein 2 » (Grb2) et la protéine « SOS » (Figure 6).
Par phosphorylation, ces protéines activent à leur tour les protéines Ras et Raf
qui vont phosphoryler les « mitogen activated protein kinase kinase » (MAPKK).
Les MAPKKs phosphorylent ensuite les « mitogen activated protein kinase »
(MAPK) (ERK1 et ERK2) (Chang and Karin, 2001). Ces protéines peuvent ensuite
activer la transcription des gènes de la réponse immédiate comme c-fos et jun-B
dans le noyau et des protéines de la phase aiguè de l’inflammation (Heinrich et ai,
1998; Zauberman et ai, 1999; Heinrich et ai, 2003). L’activation des MAPKs
induit la survie cellulaire (Gotoh et ai, 1996; Gotoh et ai, 1997).
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FIgure 6 Voies de signalisation induites par les cytokines de la famifle de l’IL-6.
C. La voie de la « Phosphatidyl Inositol 3 Kinase»
La protéine SHP-2 phosphoiylée est également capable de recruter la voie
de la «Phosphalidyl Inositol 3 Kinase» (PI3K) (figure 6). Cette protéine est
exprimée de façon ubiquitaire et présente un poids moléculaire de 65 kDa
(Heinrich et a 1998). Elle est constituée de deux domaines SH2 situés en
position N-terminale et d’un domaine tyrosine phosphatase en C-terminal. $HP
2, via la protéine adaptatrice Grb2, active Gabi qui phosphoiyle alors la sous-
unité catalytique p85 de la PI3K. La PI3K est ainsi capable de recruter la protéine
Akt impliquée dans la survie et/ou la prolifération cellulaires.
D. La régulation négative de la signalisation intracellulaire
L’activation des différentes voies de signalisation cellulaire est
généralement transitoire ce qui suggère l’existence de mécanismes entraînant
l’inactivation de ces protéines et permettant un retour à l’état initial.
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1. Les PIAS ou « protein fnhibitory of actfvated STAT »
Les « protein inhibitor of activated STAT » (PIAS) ont été initialement
identifiées comme des régulateurs négatifs des STAT. La famille des PIAS
comprend PIAS1, PIAS3, PIASx (aussi connue comme PIAS2) et PIASy (aussi
connue comme PIAS4) (Shuai and Liu, 2005). Excepté pour PIAS1, deux
isoformes de chaque protéine PIAS ont été identifiées. Les protéines PIAS
possèdent une activité de « small ubiquitin-like modifier (sumo)-E3-ligase ». Il
existe plus de 60 protéines, la plupart étant des facteurs de transcription, qui
sont régulées soit de façon positive soit de façon négative par cette famille de
protéines à travers de multiple mécanismes. Par exemple, la protéine PIAS3,
constitutivement exprimée dans les tissus humains, bloque l’activité spécifique
des protéines STAT3 en interagissant avec leurs résidus tyrosine phosphorylés, ce
qui empêche la fixation de ce facteur de transcription sur l’ADN (Chung et ai,
1997) (Figure 7). PIAS1 a une activité similaire pour STAT1 (Liu et ai, 1998). Les
PIAS peuvent également recruter d’autres co-régulateurs tels que les histones
déacétylases pour réprimer la transcription. Elles peuvent aussi inhiber la
transcription en entraînant la sumoylation des facteurs de transcription. Enfin, le
dernier mécanisme d’inhibition est la séquestration des facteurs de transcription
dans certaines structures subnucléaires qui sont enrichies en complexe co
répresseurs (Shuai and Liu, 2005).
2. Les protéines SOCS et leur fonction
La famille de protéines SOCS (Suppressor 0f Cytokine Signalling) a été
décrite pour la première fois en 1997 et a été aussi appelée SSI pour « STAT
inducible STAT-inhibitors », JAB pour « Janus Kinase Binding protein » et GIS
pour «Cytokine-Inducible SH2 protein ». Ces protéines sont des inhibiteurs de la
signalisation intracellulaire induite par les cytokines (Nicholson and Hilton, 1998;
Alexander et aï, l999b). Contrairement aux protéines PIAS exprimées de façon
constitutive dans les cellules, l’expression des SOCS est induite après la
stimulation des cellules avec différentes cytokines (Figure 7). En effet, les
promoteurs des gènes de SOCS peuvent contenir des sites de fixation des STATs
(Naka et aï, 1997). La famille des protéines SOCS compte huit membres (SOCS-1
à SOCS-7 et GIS) avec une similarité structurale des protéines. Toutes les SOCS
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contiennent une région N-terminale variable, un domaine SH2 central, un
domaine C-terminal appelé « SOCS-box motif» et pour certaines un domaine KIR
pour « kinase inhibitory region » (Figure 5).
SOCS-1 et SOCS-3 sont les membres les plus efficaces de cette famille et
inhibent la cascade de signalisation JAK-STAT de différentes cytokines et facteurs
de croissance tels que les cytokines de la famille gpl3O, les hormones de
croissance, la prolactine et la leptine. Plusieurs mécanismes d’inhibition de la
voie JAK-STAT par les SOCS ont été suggérés. CIS peut s’associer à la tyrosine
phosphorylée des domaines intracellulaires du récepteur qui permet le
recrutement de STAT5 et empêcher sa fixation. SOCS-1 et SOCS-3 sont
généralement liés à la famille de l’IL-6. Ces deux protéines peuvent inhiber les
JAKs et donc diminuer l’état de phosphorylation des domaines intracellulaires
pour le recrutement des STATs. SOCS-1 lie les régions SH2 et N-terminal du
domaine catalytique JH 1 de JAK2 et ainsi inhibe l’activité de JAK2. Comme
SOCS-1, SOCS-3 s’associe à JAK2. De plus, SOCS-3 peut aussi s’associer avec la
phosphotyrosine 759 de gpl3O et empêcher la fixation de SHP-2 (Nicholson et ai,
2000; Schmitz et ai, 2000; De Souza et cii, 2002). De plus, le complexe « elongin
BC » pourrait lier le motif SOCS-box permettant ainsi la construction du
complexe ubiquitine ligase E3 qui induit la polyubiquitination et la dégradation
protéosomale des substrats liés aux protéines SOCS (Zhang et ai, 1999a).
Des expériences de transgénèse et d’inactivation du gène SOCS-3 ont montré que
cette protéine est un inhibiteur crucial dans Ï’érythropoïèse du foie foetal, puisque
les animaux meurent avant la naissance d’une érythrocytose marquée et d’un
blocage de l’érythropoïèse (Marine et ai, 1999).
3. Les protéines tyrosine phosphatases
La protéine SHP-2, qui est fixée aux domaines intracellulaires des
récepteurs par différentes tyrosines phosphorylées, peut être à son tour
phosphorylée sur les résidus tyrosine 542 et/ou 580, ce qui permet l’activation de
cette protéine. En effet, ces phosphotyrosines vont interagir avec les domaines
SH2 de cette protéine et induire un changement de conformation qui va permettre
l’activation du domaine tyrosine phosphatase C-terminal. SHP-2 va ainsi
déphosphoryler les résidus tyrosine du domaine intracellulaire des chaînes
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transductrices du signal, ainsi que des protéines JAKs et STATs. En résumé,
SHP-2 peut donc réguler positivement la signalisation intracellulaire en activant
les voies des MAP kinases et de la P13 kinase et exercer un rétrocontrôle négatif
en tant que tyrosine phosphatase (Heinrich et ai, 2003).
4. Autres systèmes de régulation négative de la transduction
du signal
Un autre rétrocontrôle des récepteurs de la famille de l’IL-6 provient de
l’intemalisafion du complexe récepteur/cytokine après son interaction avec son
ligand. Ainsi, la fixation de l’IL-6 sur son récepteur hexamèrique va
progressivement entraîner une diminution de l’expression du récepteur
fonctionnel à la surface cellulaire. Ce mécanisme de régulation négative fait
intervenir le domaine intracellulaire de gp 130. Les complexes cytokine/récepteur
peuvent être dégradés par la voie lysosomale (Wang and Fuller, 1994; Dittrich et
ai, 1996). La voie du protéasome pourrait également être impliquée dans la
régulation négative du signal intracellulaire. Après stimulation cellulaire à l’OSM,
les chaînes gpl3O, LIFR3 et OSMRf3 sont ubiquitinylées et dégradées par la voie
du protéasome (Blanchard et aI, 2001). Cette voie permettrait alors de réguler la
durée du signal intracellulaire en diminuant le nombre de récepteurs à la surface
cellulaire.
Un autre système de régulation de la voie de signalisation est la présence de
phosphatases nucléaires qui déphosphorylent les dimères de STATs. En effet, des
résultats récents ont montré la présence de phosphatases nucléaires nommées
Tc-PTP (T-cell Protein Tyrosine Phosphatase) impliquées dans la régulation de la
signalisation induite par VIL-6 (Yamamoto et ai, 2002).
La figure 7 représente les différents mécanismes de rétrocontrôle négatif de
la voie de signalisation JAK-STAT détaillés précédemment.
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FIgure 7 Mécanismes de régulation négative dans la signalisation des cytokines de
la famille de l’IL-6 (Heinrich et ai, 2003).
La découverte de ces protéines agissant à différents niveaux de la cascade
d’activation intracellulaire laisse entrevoir la complexité et la finesse de ce réseau
de régulation. II est probable qu’un équilibre entre activation et inactivafion du
signal soit à l’origine de la précision de la réponse biologique d’une cellule suite à
son activation par des cytokines. La réponse optimale à une cytokine s’observe en
effet dans des cellules préalablement sevrées, alors que la présence continue du
même facteur provoque une réponse moindre (désensibifisation). Une
conséquence de ces observations est que l’administration de cytokines à des fins
thérapeutiques devrait être plus efficace par traitement discontinu plutôt que
continu (Gisselbrecht, 1999).
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Chapitre 2. Les ligands du récepteur au CNTF
I. Le CNTF, une cytokine gliale au secours des neurones
Parmi les protéines identifiées par leur capacité à protéger les neurones, le
ciliary neurotrophic factor (CNTF) occupe une place privilégiée, ayant déjà été
utilisé dans plusieurs essais cliniques concernant la sclérose latérale
amyotrophique et la maladie de Huntington. Le CNTF est synthétisé
abondamment chez l’adulte par deux populations de cellules gliales, les
astrocytes et les cellules de Schwann. Son récepteur trimérique est
principalement présent sur les neurones et les fibres musculaires. Pourtant, dans
certaines conditions, le CNTF peut affecter bien d’autres types cellulaires. Les
fonctions physiologiques du CNTF sont également difficiles à cerner puisque son
absence, chez des souris génétiquement modifiées, comme chez l’homme, ne
provoque que des effets modestes sur les neurones (Masu et aï, 1993; Takahashi
et ai, 1994). Enfin, malgré ses effets neuroprotecteurs largement démontrés chez
l’animal, les résultats des essais cliniques utilisant le CNTF sont jusqu’à
maintenant demeurés négatifs, davantage en raison du mode d’administration et
des effets secondaires que de la molécule elle-même.
A. Structure, expression et synthèse du CNTF
Le CNTF est une protéine acide de 22 kDa, constituée d’un ensemble de
quatre hélices a en position antiparalléle, dont la particularité est l’absence de
peptide signal dans la séquence primaire (Lin et ai, 1989; Stockli et ai, 1989). Le
CNTF reste donc dans le cytoplasme des cellules gliales qui le produisent, et
pourrait être libéré lors de lésions et ainsi serait un « facteur traumatique ». La
localisation du CNTF se restreint à des cellules non neuronales du système
nerveux périphérique (SNP), les cellules de Schwann et du système nerveux
central (SNC), les astrocytes (Stockli et ai, 1991; Friedman et ai, 1992).
Cette hypothèse de facteur traumatique semble être confirmée par l’analyse du
phénotype de souris inactivée pour le gène du CNTF (Masu et ai, 1993). Ces
animaux sont viables et ne présentent qu’une dégénérescence de certaines
populations de motoneurones, ce qui entraîne une légère diminution de leurs
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forces musculaires (Guillet et ai, 1999). De plus, on a identifié, dans 2,3 % de la
population humaine, une mutation homozygote inactivant le gène du CNTF. Or,
les patients homozygotes ne présentent pas de troubles neurologiques
particuliers (Takahashi et ut, 1994).
L’ARN messager du CNTF, ainsi que la protéine, sont détectés lors de la première
semaine postnatale, et leurs taux augmentent rapidement pour atteindre un
plateau à l’âge adulte (Stockli et ai, 1991). Les concentrations les plus élevées de
CNTF s’observent dans les gaines des axones des nerfs périphériques, dans
lesquelles seules les cellules de $chwann expriment le gène (Gupta et aI, 1992).
Ces taux de CNTF «périphérique» sont extrêmement importants puisque l’on a
calculé qu’ils représentaient des concentrations 1000 fois plus élevées que celles
nécessaires à une activité biologique de 50 %, si le CNTf était distribué de façon
homogène. Dans le SNC, le CNTF est produit en concentration plus faible, mais
de façon quasi-ubiquitaire (Stockli et ai, 1991). La seule cellule dans laquelle
s’exprime le gène du CNTF est l’astrocyte, cellule de la macroglie d’origine
ectodermique ($tockli et ut, 1991). Le mode de sécrétion du CNTF demeure
énigmatique. En effet, sa présence n’est pas détectable dans les milieux de
culture d’astrocytes ou de cellules de Schwann purifiés, et le CNTF reste
séquestré dans les cellules qui le produisent, même en présence de stimulus qui
accroissent ses concentrations intracellulaires. Cependant, la molécule devant
atteindre l’espace extracellulaire pour agir sur ses cellules cibles, une partie de la
fraction intracellulaire est nécessairement exportée à l’extérieur de la cellule.
Plusieurs hypothèses ont été émises concernant cette libération, qui, en l’absence
d’une séquence peptide signal, ne peut pas utiliser les voies connues de
l’exocytose. L’hypothèse la plus ancienne, et la plus largement acceptée
aujourd’hui, propose que le CNTF ne serait libéré qu’après lyse de la cellule lors
de lésions tissulaires (Thoenen, 1991; Sendtner et ai, 1997) et jouerait donc un
rôle de « facteur traumatique», également mis en exergue par ses capacités
neuroprotectrices. Cette hypothèse a cependant toujours eu ses détracteurs, ne
serait-ce que sur la base d’un raisonnement «d’économie biologique)) selon lequel
il serait extrêmement étonnant que tous les astrocytes et toutes les cellules de
Schwann soient amenés à synthétiser en permanence une molécule dont le seul
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rôle physiologique serait lié à leur propre mort dans des conditions de lyse,
phénomène en l’occurrence extrêmement rare.
D’autres hypothèses examinées se fondent sur l’existence de modes de
sécrétion originaux, identifiés pour d’autres molécules ne possédant pas de
peptide signal, telles que le bFGf (basic fibroblast growth factor) ou flL-13
(Rubartelli et ai, 1990; Florkiewicz et ai, 1995) et suggèrent l’existence d’un
processus du même ordre pour le CNTF (Monville and Peschanski, 2001).
L’utilisation de transporteurs appartenant à la famille des protéines ABC (ATP
binding cassette), telle que la P-glycoprotéine (P-gp), une pompe entraînant
notamment l’efflux constant des drogues cytotoxiques, a ainsi été suggérée. Cette
molécule, impliquée classiquement dans la résistance multiple aux drogues anti
cancéreuses, est en effet présente à la membrane des astrocytes (Pardridge et ai,
1997), et même contrôlée de façon positive en réponse à une lésion neuronale
(Zhang et aï, 1999b), c’est-à-dire lors d’une augmentation de la concentration
intracellulaire du CNTF. Enfin, le mécanisme récemment mis en évidence pour
CLC, qui est le second ligand du récepteur au CNTF, est flrétérodimérisation
d’une protéine non sécrétée avec un récepteur soluble à l’intérieur de la cellule,
qui forme un complexe pouvant être sécrété (Elson et ai, 2000). Toutes ces
hypothèses, alternatives à celle du « facteur traumatique », nécessitent d’être
validées par la mise en évidence de la sécrétion du CNTF dans des cultures de
cellules.
Chez le rat et la souris, le gène codant pour le CNTF ne semble pas exprimé au
cours du développement intra-utérin (Li et ai, 1996). Cette absence a longtemps
été une énigme supplémentaire car, si l’invalidation du gène codant pour le CNTF
chez la souris ne provoque pas de désordres développementaux identifiables
(Masu et ai, 1993), il n’en est pas de même de celle du gène qui code pour la
sous-unité ci de son récepteur (DeChiara et ai, 1995).
B. Récepteur et signalisation
Le récepteur du CNTF est formé de trois sous-unités, deux sous-unités f3,
gpl3O et LIFRf3 — protéines transmembranaires formant le récepteur dimérique
du LIF — et une sous-unité CNTFRa, dite « spécifique » (Davis et ai, 1991).
Contrairement aux deux sous-unités f3, qui sont relativement ubiquitaires,
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l’expression de cette sous-unité spécifique est restreinte aux tissus nerveux et au
muscle squelettique (Davis et ut, 1991; Ip and Yancopoulos, 1992). A l’inverse du
CNTF, CNTFRu est présent dès la vie embryonnaire. Le CNTF, après s’être associé
à son récepteur spécifique, recrute la sous-unité gpl3O, responsable de la
transduction du signal, pour former un complexe inactif, puis la sous-unité
LIFR3. La dimérisation des sous-unités j3 permet le déclenchement du signal
(Davis et aï, 1993b).
De façon intéressante, lorsqu’il est présent en forte quantité, le CNTF de rat peut
transduire un signal via le seul récepteur dimérique du LIF humain (gpl3O-
LIFRI3) en l’absence de CNTFRa, indiquant la variabilité possible des cibles de ce
ligand (Gearing et ut, 1994; Monville et ut, 2001). En revanche, le CNTF humain
ne peut pas activer le récepteur humain du LIF, mais il a été démontré qu’il
pouvait utiliser la chaîne u soluble ou membranaire du récepteur de VIL-6 comme
substitut de sa propre chaîne u élargissant ainsi son spectre d’action (Schuster et
aÏ, 2003). Comme pour l’iL-6Ru, la forme tronquée soluble de la sous-unité ci du
récepteur agit comme un agoniste. En effet, l’addition de CNTF et de son
récepteur soluble (5CNTFRa) dans le milieu de culture d’une lignée
érythroleucémique TF-1, qui n’exprime que les chaînes gpl3O et LIFR3, induit
une réponse biologique (Davis et ai, 1993a; Gearing et ai, 1994). Un rôle
physiologique a été suggéré pour le sCNTFRa, du fait de sa présence dans le
liquide céphalo-rachidien et dans le milieu de culture d’explants musculaires
(Davis et ai, 1993a). Le sCNTfRa pourrait ainsi potentialiser les effets du CNTF
sur des neurones ou des fibres musculaires qui répondent déjà à celui-ci, ou sur
des cellules qui répondent normalement au LIF et non au CNTF.
Les voies de signalisation utilisées par le CNTF sont identiques à celles
observées pour le LIF (Dusanter-Fourt et ut, 1994; Heinrich et ai, 1998). Les
chaînes f3 des récepteurs des cytokines de la famille de VIL-6 ne possèdent pas
d’activité catalytique intrinsèque, mais ces chaînes sont phosphorylées après
activation par une cytokine. Les JAKs sont activées après dimérisation des
récepteurs, et phosphorylent ces derniers en retour. Ces protéines sont
préassociées aux sous-unités f3 (Lutticken et ai, 1994; Stahi et aÏ, 1994). Les
JAKs sont relayées par les STATs qui transmettent le signal jusqu’au noyau et
- 23
-
activent la transcription. L’activation d’autres voies, comme celles qui impliquent
la P13-kinase, ou la voie Ras/MAPK, a également été décrite, et il semble que ces
différents modes de signalisation interagissent entre eux (Heinrich et ai, 2003).
Cependant, les voies de signalisation décrites en dehors de la voie JAK/STAT
interviennent dans la régulation de nombreux autres événements cellulaires et ne
sont pas spécifiques du CNTF.
C. Axokine® ou CNTF humain recombfnant
Axokine® est une marque déposée par l’entreprise pharmaceutique
Regeneron. Cette molécule est un variant du CNTF humain recombinant qui
possède trois modifications par rapport à la molécule parente. La glutamine en
position 63 est remplacée par une arginine. Cette mutation augmente l’efficacité
du CNTf de 4 à 5 fois aussi bien in vitro qu’in vivo. De plus, la cystéine libre en
position 17 est remplacée par une alanine résultant en une plus grande stabilité
physique et chimique. Enfin, les 15 derniers acides aminés ont été supprimés
améliorant ainsi la solubilité de la protéine (Panayotatos et ai, 1993). Du fait de
ses propriétés, cette version du CNTF, Axokine®, est utilisée aussi bien dans les
études sur les animaux que dans des essais cliniques.
D. Cibles et effets biologiques du CNTF
Les effets biologiques du CNTF ont été étudiés en parallèle, suivant deux
axes très différents un rôle « différenciateur » sur une cible macrogliale
astrocytaire pour l’un, et un rôle « protecteur » sur une cible neuronale pour
l’autre. Depuis son identification en 1979 grâce à ses capacités d’augmenter la
survie de neurones ciliaires embryonnaires de poulet in vitro (Adier et ai, 1979),
de nombreuses études ont été réalisées dans le but d’attribuer un rôle
physiologique spécifique à cette cytokine «neurotrophique».
1. Différenciation
Le CNTF a été initialement identifié pour sa capacité à maintenir la survie
de neurones ciliaires de poulet en culture (Adier et aÏ, 1979). Son action
biologique le rapproche des neurotrophines (Arakawa et aÏ, 1990; Ip and
Yancopoulos, 1996), bien qu’il ne soit pas homologue à cette famille de protéines.
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Dès 1988, l’équipe de Martin Raff a montré que le CNTF provoque la
différenciation de cellules gliales progénitrices O-2A (Hughes et ai, 198$; Lillien et
ut, 1988). En l’absence de facteur exogène, ces cellules se différencient de
manière constitutive en oligodendrocytes, mais en présence de CNTF, elles
évoluent vers un phénotype d’astrocyte de type II (Hughes et ai, 1988) caractérisé
par la production de la protéine GFAP (Glial Fibrillaxy Acidic Protein). Il induit
donc la différenciation des précurseurs astrocytaires.
De nombreuses hypothèses ont été émises quant à l’existence d’un mécanisme
d’action indirect du CNTF (hypothèse renforcée par le fait que les astrocytes ne
semblent pas exprimer le CNTFRa) ou l’intervention de la forme soluble du
CNTFRa in vivo. Le CNTF peut agir directement sur les astrocytes, y compris en
culture, via le récepteur dimérique du LIF, même en l’absence de sa sous-unité
spécifique CNTFRa (Monville et ai, 2001). Cet effet, mis en évidence par une
augmentation des taux de la GFAP et du CNTF, nécessite de fortes concentrations
du CNTF. In vivo, le CNTF pourrait ainsi agir comme molécule de signalisation
intergliale, et son action pourrait être potentialisée par les neurones porteurs du
CNTFRa.
Le CNTF induit également la différenciation des oligodendrocytes et la formation
de myéline (Stankoff et ai, 2002). Le CNTF permet aussi de maintenir la
tofipotence de cellules souches embryonnaires (Conover et ai, 1993) et induit la
différenciation des neurones adrénergiques vers la voie cholinergique (Louis et ai,
199 3a).
2. Neuroprotection
Le CNTF permet la survie d’un grand nombre de cellules du système
nerveux, et maintient la viabilité des motoneurones in vitro (Sendtner et ai, 1991).
Ainsi, chez le poulet, le CNTF est un facteur de survie pour des motoneurones
spinaux en culture, isolés à partir d’embryons de six jours, âge auquel débute la
mort développementale chez cette espèce (Arakawa et ai, 1990). Le traitement
d’embryons de poulet âgés de 6 à 9 jours par du CNTF réduit de moitié le nombre
des motoneurones spinaux lombaires qui dégénèrent (Oppenheim et ai, 1991). Le
CNTF prévient la dégénérescence des motoneurones après axotomie. En effet,
alors que l’on n’observe pas de mort motoneuronale rétrograde après axotomie
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chez des souris adultes pmn (qui développent une dégénérescence progressive
des motoneurones), l’invalidation du gène codant pour le CNTF chez ces mêmes
souris pmn provoque une dégénérescence massive des motoneurones, qui peut
être bloquée par l’application locale de CNTF (Sendtner et ai, 1997). Par la suite,
d’autres études ont montré que ces effets neuroprotecteurs se retrouvent dans
des situations de lésions diverses. Ainsi, chez des rats nouveau-nés, l’application
locale de CNTF sur un site d’axotomie empêche la dégénérescence des corps
cellulaires des motoneurones (Sendtner et ai, 1990). Le CNTF atténue aussi les
problèmes moteurs des souris ayant des déficiences neuromusculaires (Li et aï,
1995) et entraîne la survie des neurones doparninergiques de la substance noire.
Ces études ont clairement montré l’existence d’effets pléïotropes, ne se
limitant pas au système nerveux. S’il en ressort que le CNTF est majoritairement
un facteur de survie pour de nombreuses populations neuronales dans des
conditions pathologiques ou lésionnelles, son rôle physiologique dans le cerveau
intact reste encore à démontrer.
3. CNTF et muscle squelettique
En dehors du système nerveux, mais fortement lié à celui-ci, le muscle
squelettique semble être une autre cible potentielle de l’effet protecteur du CNTF.
Le CNTF possède des effets protecteurs sur l’axe neuro-musculaire, puisque son
administration permet de maintenir la polyinnervation des muscles squelettiques,
phénomène normalement observé de façon transitoire pendant le développement
embryonnaire et les premières semaines post-natales (Ulenkate et aï, 1994). Il
permet aussi une réinnervation plus importante des muscles après écrasement
du nerf facial (Forger et ai, 1993). Cependant, son action ne s’exerce pas
uniquement du côté neuronal. Ainsi, comme pour les motoneurones, le CNTF
préserve les muscles contre l’effet d’une axotomie à la naissance (Forger et ai,
1993; Guillet et ai, 1999) et chez l’adulte, puisque l’atrophie musculaire
provoquée par la dénervation peut être réduite par l’ajout de CNTF exogène
(Helgren et ai, 1994). Le CNTF semble agir directement sur les fibres musculaires,
entraînant la phosphorylation de son récepteur et l’induction de gènes précoces.
Enfin, le CNTF joue un rôle de maintien de la tonicité musculaire au cours du
vieillissement (Guillet et ai, 1999).
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4. Autres cibles du CNTF
Chez les rongeurs, le CNTF agit également sur la maturation des
oligodendrocytes (Barres et at, 1993; Louis et ai, 1993b; D’Souza et aI, 1996;
Stankoff et ai, 2002), les astrocytes (Levison et ai, 1996; Daliner et ai, 2002) et les
adipocytes (Ott et ai, 2002; Zvonic et ai, 2003). Cette cytokine possède des actions
redondantes avec l’IL-6 sur les cellules hépatiques (Wang and Fuller, 1995) ou au
cours de Vhématopoïèse (Hawley, 1994). Une activité spécifique du CNTF est sa
capacité à maintenir sous une forme indifférenciée les cellules souches
embryonnaires. En effet, les cellules ES expriment les trois sous-unités du
CNTFR (Conover et ai, 1993; Sleeman et ai, 2000).
E. CNTF et maladies neurodégénératives
Toutes ces observations ont suscité de nombreux espoirs quant à
l’utilisation du CNTF comme agent thérapeutique dans les maladies
neurodégénératives. Parmi les très nombreuses populations neuronales sur
lesquelles le CNTF possède un effet protecteur, c’est essentiellement autour des
motoneurones que se sont concentrées les études au début des années 1990. Des
essais cliniques utilisant le CNTF ont été menés, en particulier dans la thérapie
contre la sclérose latérale arnyotrophique (SLA) et la maladie de Huntington. Il a
également été suggéré que le CNTF ait un rôle neuroprotecteur dans la sclérose
en plaques. Le CNTf est également testé dans le traitement de l’obésité, après
l’observation d’une perte de poids chez les souris et les patients traités par cette
cytokine.
1. Sclérose latérale amyotrophique (SLA)
Le CNTF pourrait être utilisé comme un « facteur de secours » in vivo pour
le système neuromoteur. En particulier, le CNTF a été pressenti pour s’opposer à
la dégénérescence motoneuronale fatale subie par les patients atteints de sclérose
latérale amyotrophique.
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a. Caractéristiques de ta matadie
La sclérose latérale amyotrophique ou maladie de Charcot-Marie-Tooth est
une maladie neurodégénérative liée à l’altération progressive des neurones
moteurs (Pradat and Bruneteau, 20065; a). Elle associe un syndrome pyramidal
aux signes d’atteinte neurologique périphérique et une atteinte du bulbe
rachidien qui fait la gravité de la maladie et reflète la diffusion de processus
pathologique. Les fonctions supérieures restent intactes: le malade garde tout au
long de l’évolution une lucidité et une conscience indemnes. La maladie est
généralement sporadique, mais il existe aussi des formes familiales chez environ
5% des patients. La durée moyenne de survie à partir des premiers symptômes
est de 3 ans. La mort est liée à la paralysie des muscles respiratoires
qu’aggravent le défaut de toux et des troubles de déglutition liés au syndrome
bulbaire. La cause exacte de cette maladie reste inconnue. Les hypothèses émises
sur les mécanismes physiopathologiques de la SLA sont un stress oxydatif, une
dérégulation de l’expression du VEGF, l’excito-toxicité où un niveau trop élevé de
glutamate dans la fente synaptique serait la cause d’un épuisement cellulaire
suite à une hyperactivité du système excitateur (Borasio and Miller, 2001; Strong
et aI, 2005).
b. Essais cliniques
Depuis 1992, trois essais cliniques, fondés sur l’administration de CNTF
au niveau du système nerveux central, ont été menés afin d’établir les conditions
d’un traitement permettant le blocage des phénomènes de dégénérescence
neuronale dans la sclérose latérale arnyotrophique (Aehischer et ai, 1996; 1996;
Penn et ai, 1997).
Le premier, lancé par l’équipe de la société de biotechnologie Regeneron, était
fondé sur l’injection systémique quotidienne de différentes doses de CNTF
humain purifié. Cet essai a été interrompu, en raison d’effets secondaires trop
importants. Dans de nombreux cas, les malades ont en effet présenté une fièvre
importante, liée à l’activation des gènes de la réponse inflammatoire aiguè au
niveau hépatique, un amaigrissement induit notamment par une fonte
musculaire, et divers autres troubles parmi lesquels une toux chronique (1996).
Ces résultats, accompagnés de l’apparition d’anticorps anti-CNTF dans le
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plasma, et de l’absence de la protéine dans le liquide céphalo-rachidien —
indiquant un passage très faible dans le système nerveux central
— suggéraient
fortement que la voie d’apport systémique n’était pas appropriée.
Un second essai, qui n’a concerné que quelques patients, a tenté de contourner
cette difficulté en administrant la protéine recombinante directement dans
l’espace intrathécal, à l’aide d’une mini-pompe (Penn et ai, 1997). La faisabilité de
cette approche s’est révélée discutable, en raison de l’instabilité de la protéine
maintenue à température ambiante dans le réservoir relié à la pompe, et de sa
tendance à former des agrégats dans le milieu comme le long des parois du
cathéter.
Enfin, un troisième essai, chez 17 patients, a été réalisé grâce à une approche de
thérapie génique originale fondée sur l’implantation intrathécale de cellules
génétiquement modifiées pour synthétiser une forme de CNTf capable d’être
sécrété. Ces cellules sont encapsulées dans une membrane semi-perméable ne
permettant le passage qu’à des molécules de petite taille (Aebischer et ai, 1996).
Malgré une augmentation importante de la concentration du CNTF dans le liquide
céphalo-rachidien, cette administration n’a pas eu d’effet thérapeutique
significatif. Les raisons de cet échec résident peut-être dans le fait que le CNTF
n’a pas pu traverser le tissu nerveux spinal pour atteindre les cibles
motoneuronales. La sécurité d’une telle administration intrathécale de CNTF a
toutefois été ainsi démontrée, car aucune des complications induites par
l’administration systémique n’a été observée (Aebischer et ai, 1996; Zurn et ai,
2000).
2. Dégénérescence striatale et chorée de Huntington
Au cours de ces dernières années, l’intérêt thérapeutique potentiel du
CNTF s’est brusquement réorienté vers une autre maladie neurodégénérative, la
chorée de Huntington.
a. Caractéristiques de ici maladie
La chorée de Huntington est une maladie neurodégénérative. Elle se
caractérise par une dégénérescence des neurones GABAergiques du striatum qui
subit une atrophie sévère, et dont la disparition entraîne des troubles très divers
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(Brouillet et ai, 2000). Elle provoque à partir du déclenchement des signes
cliniques, une détérioration intellectuelle, des désordres moteurs (mouvements
choréiques, bradykinésie) et des troubles psychiatriques sévères. L’issue de la
maladie est fatale en 10 à 20 ans, le malade s’éteignant — souvent par cachexie —
dans un tableau de rigidité posturale et de démence totale. De plus, c’est une
maladie génétique autosomale dominante à pénétrance complète, donc tout
porteur d’un allèle muté développera la maladie (Conneally, 1984).
b.Modèies animaux de ta chorée de Huntinyton
Cette pathologie peut être reproduite chez l’animal par injection d’acide
quinolinique (analogue du glutamate) dans le striatum ou d’acide 3-
nitropropionique (inhibiteur non compétitif de la succinate déshydrogénase) par
voie systémique (Beal et ai, 1991; Beal et ai, 1993; Brouillet et ai, 1995; Nicholson
et ai, 1995). Dans les deux modèles, chez le rat comme chez le primate non-
humain, l’apport de CNTF dans le striatum s’est révélé extrêmement efficace pour
bloquer la dégénérescence. Ainsi, la libération intra-striatale d’un analogue du
CNTF par mini-pompe a réduit très significativement le volume de la zone de
lésion chez le rat (Anderson et ai, 1996). L’implantation intra-striatale des cellules
encapsulées productrices de CNTF a eu un effet comparable chez le rat (Emerich
et ai, 1996) et chez le primate (Emerich et ai, 1997; Mittoux et ai, 2000). Dans
une étude récente, utilisant le modèle de lésion chronique induit par injections
systémiques répétées d’acide 3-nitropropionique, le CNTF a eu une action
protectrice, mais également un effet fonctionnel stimulateur. L’apport de CNTF
permet en effet de rétablir des fonctions neuronales perdues du fait du
dysfonctionnement — qui précède la dégénérescence — des neurones striataux
(Mittoux et ai, 2000).
c.Essais thérapeutiques
Sur la base de ces travaux, et à la suite des essais cliniques réalisés chez
les patients atteints de sclérose latérale amyotrophique, un premier essai clinique
(de phase I) a été lancé visant à confirmer l’innocuité d’une implantation
intracérébrale de capsules contenant des cellules génétiquement modifiées pour
produire et libérer du CNTF (English and Schwartz, 1995). Des essais cliniques
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ont été menés, fondés sur l’administration continue de CNTF dans le système
nerveux central, afin d’établir les conditions d’un traitement permettant le
blocage des phénomènes de dégénérescence neuronale dans la maladie de
Huntington (Bachoud-Levi et ai, 2000). Cet essai sur 6 patients s’est fait avec une
approche de thérapie génique ex vivo basée sur des cellules BHK génétiquement
modifiées et encapsulées qui délivrent du CNTF implantées dans le ventricule
latérale droit. Dans cet essai de phase I, le but principal a été d’évaluer la sécurité
et la tolérance de cette procédure.
3. Sclérose en plaques
Une mutation inactivant le gène du CNTF est retrouvé sous forme
homozygote dans 2,3% de la population japonaise (Takahashi et ai, 1994) (Giess
et ai, 1998) et serait associée avec un développement plus précoce de la sclérose
en plaques (Giess et ai, 2002). Cette mutation n’entraîne pas d’anomalies
neurologiques. Mais ce résultat reste controversé (Hoffmann et ai, 2002).
a. Caractéristiques de ia maladie
La sclérose en plaques est une maladie inflammatoire du système nerveux
central. C’est la première cause d’invalidité chez l’adulte. Les caractéristiques
pathologiques de la sclérose en plaques sont une démyélinisation, une
inflammation, une gliose et des dommages axonaux. Encore aujourd’hui,
l’étiologie de la maladie nous échappe. Cependant, une réponse immune
aberrante, relayée par les lymphocytes T et apparemment restreinte au système
nerveux central, pourrait provoquer la démyélinisation et les lésions axonales.
Aucun antigène responsable de la maladie n’a été identifié. La théorie actuelle
invoque un processus d’auto-immunité où des lymphocytes T activés pourraient
reconnaître des antigènes de la myéline ou des oligodendrocytes. Le TNF-a est
l’une des cytokines impliquées de façon prédominante dans le processus de
démyélinisation inflammatoire et il exerce une action cytotoxique pour les
oligodendrocytes qui produisent la myéline centrale (Selmaj and Raine, 1988).
Des traitements immunomodulateurs tels que l’interféron F3 ou le glatiramer
acétate ont eu seulement des effets limités sur la progression de la maladie
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(Arnason, 1999; Arnon and Aharoni, 2004). Des approches neuroprotectives
complémentaires pourraient alors être bénéfiques.
b.L’encéphalomyétite autoimmune expérimentale (EAE), un
modèle animal de ta sclérose en plaques
Dans ce modèle, des lésions inflammatoires démyélinisantes sont induites
chez l’animal (rat, souris, singe) par injection systémique de différents
constituants peptidiques de la myéline comme la protéine basique de la myéline
(MBP), la « myelin oligodendrocytes glycoprotein » (MOG) et la protéine
protéolipidique (PLP) (Pettinelli and McFarlin, 1981; Yamamura et al, 1986;
Genain et al, 1996). L’EAE peut également être induite par le transfert passif de
lymphocytes T activés par ces mêmes antigènes chez un autre animal ou in vitro
(Pettinelli and McFarlin, 1981).
Le rôle protecteur de CNTP dans le modèle murin de sclérose en plaques
(EAE), a été déduit des observations faites sur les souris CNTF-/- (Linker et cil,
2002). Une administration journalière de CNTF murin améliore les signes
cliniques dans ce modèle murin. Ce traitement ne change pas la réponse
immunitaire périphérique mais réduit le nombre d’infiltrats périvasculaires, le
nombre de cellules T et le taux d’activation de la microglie dans la moelle
épinière. La perméabilité de la barrière hématoencéphalique est réduite de façon
significative chez les animaux traités au CNTF. Après l’arrêt du traitement,
l’inflammation et les symptômes reviennent à leur niveau de départ. Le CNTF
inhibe lïnflammation dans la moelle épinière, entraînant une amélioration des
symptômes de 1EAE pendant toute la durée du traitement. Nous avons montré
une réduction marquée des symptômes de l’EAE avec un nombre réduit
d’infiltrats inflammatoires dans la phase aigué de la maladie et une augmentation
du nombre d’oligodendrocytes, de neurones et d’axones dans les souris traitées
avec une forte dose de CNTF dans la phase chronique de la maladie (Kuhlmann et
al, 2006).
4. Effets secondaires du CNTF
Les applications cliniques du CNTF humain restent limités par sa toxicité
à haute dose. Dans un essai clinique avec des patients atteints de SLA contrôlé
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avec un placebo, la dose a été limitée à 5 ig/kg/jour où cependant aucun effet
bénéfique n’a été observé comparé au contrôle (1996). A des concentrations
suffisantes pour entraîner une perte de poids, le CNTf n’a aucun effet secondaire
intolérable. A forte concentration, le CNTF de rat induit un hétérodimère formé
des chaînes humaines gpl3O et LIFR même en l’absence de CNTFRa (Gearing et
aÏ, 1994). Il a été observé une activité du CNTF humain recombinant à forte dose
sur les cellules HepG2 qui n’expriment pas le CNTFR, mais cette observation n’a
pas été retrouvée sur les cellules murines Baf/3 transfectées de façon stable avec
les chaînes humaines gpl3O et LIFR. Le CNTF humain est incapable d’activer un
hétérodimère constitué de gpl3O et LIfR humains en l’absence d’un récepteur a.
Cependant flL-6R humain peut servir de substitut au CNTFRa humain dans
l’assemblage d’un récepteur fonctionnel (Kallen et ai, 1999). La toxicité intolérable
du CNTF humain a été observée à des doses supérieures à 5 ig/kg dans un essai
de toxicité, et les effets les plus dangereux apparaissent à des doses variant de 20
à 100 ig/kg. Les effets secondaires pourraient non seulement être dus à
l’interaction du CNTF avec son propre récepteur a lié à la membrane mais
probablement dû à l’activation de cellules cibles considérées jusqu’à présent
comme ne réagissant pas au CNTF via 1IL-6R sous forme de récepteur lié à la
membrane ou sous forme de récepteur soluble (Schuster et ai, 2003). Ainsi, le
CNTF pourrait élargir ses cibles d’action.
Contrairement au CNTf, les souris déficientes pour l’IL-6 sont résistantes à
1EAE. Cette différence d’effets in z’ivo pourrait refléter une différence de cellules
cibles activées par ces cytokines. Dans l’analogue du CNTF, Axokine, la glutamine
63 du CNTF humain a été substituée par l’arginine 63 du CNTF de rat qui est
connu pour augmenter l’activité spécifique du CNTf humain. Le CNTF de rat ne
liant pas l’IL-6R, il est probable que l’Axokine ne lie pas l’IL-6R. Un modèle
moléculaire démontre que l’Arg-63 ne peut pas se loger dans l’aire d’interaction
entre le CNTf et l’IL-6R humain. Axokine pourrait alors être plus active et plus
spécifique que le CNTF naturel humain et pourrait même permettre une
réinvestigation des effets cliniques dans la SLA avec de fortes doses de CNTf
(Schuster et ai, 2003).
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F. Le CNTF dans le traitement de l’obésité et du diabète
Le CNTF contribue à la régulation du poids dans des modèles murins
d’obésité (Gloaguen et ai, 1997; Lambert et ai, 2001). Le CNTF a été montré
comme induisant une sévère anorexie et une perte de poids pendant les essais
cliniques pour le traitement de la SLA. La sécurité et l’efficacité de l’Axokine
comme agent de perte de poids a été confirmé dans un récent essai clinique bien
que le développement d’anticorps neutralisants puisse restreindre son application
généraie (Ettinger et ai, 2003).
1. Régulation du poids et obésité
Le poids corporel est régulé par un système neuro endocrinien complexe
dans lequel le tissu adipeux produit des hormones telles que la leptine qui
informe le cerveau de l’état des stocks énergétiques périphériques. Dans
l’hypothalamus, il existe deux types de neurones qui sont les cibles de la leptine
elle active les neurones POMC (pro-opiomelacortin) et inhibe les neurones
AgRP/NPY (agouti-related protein/neuropeptide Y). Ces neurones fournissent
respectivement les agonistes ou antagonistes des récepteurs à la mélanocortine
qui inhibe la prise alimentaire et les dépenses énergétiques (Seeley et ai, 2004).
Dans l’obésité, la difficulté du traitement est la rechute après l’arrêt du
traitement. En effet, quand les individus perdent du poids, le taux de leptine
chute et cause un nombre de changements neurochimiques dans l’hypothalamus
qui augmentent la faim et réduisent les dépenses énergétiques, prédisposant les
individus à retourner à leur poids initial. De plus, dans l’obésité, le métabolisme
des acides gras dans les muscles squelettiques est compromis, aboutissant à
l’accumulation de lipides intramyocellulaires qui est associée avec la résistance à
l’insuline et est un marqueur pour le développement des diabètes de type II
(Shulman, 2000).
2. Rôle du CNTF dans le traitement de l’obésité
Le CNTF produit un nombre de réponses similaires à celle de la leptine
avec deux différences importantes. Premièrement, les rongeurs obèses perdent du
poids avec un traitement au CNTF mais sont résistants à la perte de poids induit
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par la leptine (Lambert et aÏ, 2001; Bluher et ai, 2004). Deuxièmement, la perte
de poids induite par le CNTF semble se maintenir après le traitement (Lambert et
ai, 2001; Ettinger et ai, 2003). Le traitement au CNTF provoque une neurogénése
dans la région de l’hypothalamus qui contrôle la prise de nourriture et le poids
corporel. Les nombreux neurones produits expriment les neuropeptides POMC et
AgRP/NPY (Kokoeva et ai, 2005). Ainsi, le maintien de la perte de poids résulte de
la croissance de nouveaux neurones sensibles à la leptine dans l’hypothalamus
ce qui améliore la réponse à la leptine endogène (Figure 8). Cette neurogénése fait
partie de la plasticité hypothalamique. Ainsi, le traitement avec le CNTF produit
une réduction du poids corporel qui se maintient non pas par neurotoxicité mais
avec une croissance de nouveaux neurones qui influencent la balance
énergétique (Seeley, 2005).
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Figure 8: Le CNTF mène à une perte de poids et à une neurogénése. La leptine
fournit un signal clé de rétrocontrôle des tissus adipeux périphériques vers deux types de
neurones dans le noyau arqué de l’hypothalamus. Les neurones POMC (en marron) sont
activés par la leptine, inhibent la prise alimentaire et augmente la dépense énergétique,
alors que les neurones AgRP/NPY (en bleu) ont une réponse à la leptine opposée et donc
des effets opposés sur la balance énergétique. Pendant le traitement au CNTF, le poids
corporel diminue en raison de l’action du CNTF qui mime les effets de la leptine dans
l’hypothalamus. Ce traitement stimule la formation de nouveaux neurones (en orange)
impliqués dans la régulation du poids (Seeley, 2005).
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La leptine et le CNTF réduisent l’activité AMPK (AMP-activated protein
kinase) et la phosphorylation de l’acétyl-coenzyme A carboxylase (ACC) dans le
noyau arqué (groupe de cellules de l’hypothalamus) et dans le noyau
paraventriculaire. Axokine dévie la résistance à la leptine induite par la diète en
réduisant l’activité AMPK hypothalamique. AMPK est une sérine thréonine kinase
exprimée de façon ubiquitaire qui est activée en réponse à une augmentation du
taux AMP/ATP cellulaire (Kemp et ai, 2003; Kahn et ai, 2005). Une fois activée,
AMPK déclenche les voies générant de l’ATP telle que l’oxydation des acides gras à
travers l’inhibition ou l’activation de l’ACC. L’expression du CNTFR est localisée
dans les neurones hypothalamiques du noyau arqué, une aire qui recouvre les
neurones activés par la leptine. Les effets de la leptine et de CNTF sont attribués
au profil d’expression et à l’homologie de signalisation de leurs deux récepteurs à
lïntérieur de cette région hypothaiamique. Le CNTF réduit fortement la
signalisation hypothalamique de l’AMPK et la prise alimentaire (Steinberg et ai,
2006), alors qu’il stimule la signalisation de l’AMPK et l’oxydation des acides gras
dans les muscles squelettiques. Un médiateur potentiel de la résistance à la
leptine est SOCS-3 qui inhibe STAT3. CNTF augmente la phosphorylation de
STAT3 dans les neurones hypothalamiques (Lambert et ai, 2001; Kokoeva et ai,
2005). La réduction importante de la signalisation hypothalamique de l’AMPK par
le CNTF représente un mécanisme potentiellement important sur la prise
alimentaire (Steinberg et ai, 2006).
Le CNTF améliore la tolérance au glucose chez les rongeurs comme chez l’homme.
Il agit au niveau du système nerveux périphérique en altérant l’expression des
gènes hépatiques de la même façon que la leptine (Cohen et ai, 2002; Sleeman et
ai, 2003). Mais les effets du CNTF sur les muscles squelettiques semblent
indépendants du système nerveux central (Watt et ai, 2006). CNTF active une
signalisation via le complexe récepteur CNTFRa-IL-6R-gp 130 qui permet
d’augmenter l’oxydation des acides gras et de réduire la résistance à l’insuline
dans les muscles squelettiques en activant la voie AMPK (Watt et ai, 2006). Le
CNTF améliore la sensibilité à l’insuline périphérique en évitant l’induction de
SOCS-3 par la diète en acides gras. La leptine comme le CNTF réduisent
l’expression hépatique de l’enzyme stearoyl-CoA desaturase 1, qui est une enzyme
limitante dans la synthèse des lipides complexes. Le CNTF via l’activation de
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l’AMPK, augmente l’expression des gènes in vivo, en induisant l’expression de
gènes codants pour des protéines mitochondriales qui améliorent l’oxydation des
acides gras dans les fibres oxydatives (Watt et ai, 2006). CNTF pourrait exercer
quelques uns de ses effets métaboliques en augmentant la production de FIL-6 et
ainsi ces deux cytokines pourraient agir en concert (Watt et ai, 2006). L’activation
de l’AMPK dans les muscles squelettiques par le CNTF fournit une nouvelle
dimension pour contrôler le métabolisme dans les maladies liées à l’obésité. En
effet, la capacité de CNTF à activer l’AMPK des muscles squelettiques de façon
indépendante du système nerveux central, augmente la possibilité de développer
des médicaments qui ciblent les muscles squelettiques sans avoir besoin de
franchir la barrière hématoencéphalique.
G. CNTF et maladies cardiovasculaires
L’obésité est un facteur important dans le développement de maladies
cardiovasculaires. Le CNTF qui a une action parallèle à celle de la leptine dans
l’hypothalamus, n’était pas connu pour avoir une activité cardiaque. La voie de
signalisation de CNTF connue pour activer une voie de signalisation parallèle à
celle de la leptine dans Fhypothalamus démontre un rôle important dans la
bioactivité cardiaque. Le récepteur au CNTF est présent dans le sarcolemne
cardiaque et son activation comme la leptine conduit à la régression de
l’hypertrophie ventriculaire gauche dans les souris déficientes pour la leptine
(Raju et ai, 2006). L’Axokine influence la transduction du signal dans des
myocytes cardiaques isolés supportant un rôle pour les effets directs sur le coeur
en activant la phosphorylation de STAT3 et de ERK1/2 (Raju et ai, 2006). La
leptine a un effet antihypertrophique en présence d’une voie de signalisation
intacte. Les voies de signalisation induites par CNTF permettent la régression de
l’hypertrophie ventriculaire gauche probablement en restorant les voies de
signalisation en aval (Raju et ai, 2006). Il est possible que les récepteurs au CNTF
ne soient pas seulement présents sur les myocytes cardiaques mais également
sur les autres tissus comme les ganglions cardiaques impliquant la possibilité
d’effets paracrines à l’intérieur du coeur (Raju et ai, 2006). Le CNTF représente
une ouverture sur les implications thérapeutiques pour les patients ayant une
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maladie cardiovasculaire liée à l’obésité et pour les autres causes de
l’hypertrophie ventriculaire gauche (Raju et cil, 2006).
H. Dégénérescence rétinienne
La rétinite pigmentaire est l’une des premières causes de cécité chez les
jeunes adultes, affectant environ un million de patients à travers le monde. C’est
une dystrophie héréditaire de la rétine due à une perte des photorécepteurs
(Kalloniatis and fletcher, 2004). Les patients subissent une perte lente et
irréversible de la vision périphérique. A l’origine, de nombreuses mutations
peuvent engendrer la maladie. 131 gènes responsables de dégénérescences
rétiniennes sont actuellement connus (Kalloniatis and Fletcher, 2004).
Le CNTF est connu pour ses effets protecteurs sur des modèles animaux de
rétinite pigmentaire (Sieving et cii, 2006). L’encapsulation du CNTF permet la
délivrance locale, effective et persistante dans la chambre postérieure de l’oeil en
s’affranchissant de la barrière hémato-rétinienne (Tao et cii, 2002). Sur des
modèles animaux, cette encapsulation de CNTF permet de protéger de manière
efficace la rétine contre la dégénérescence. L’effet neuroprotecteur du CNTF est
dose dépendant. De plus, les capsules implantées sont bien tolérées et ont gardé
leurs fonctionnalités pendant la période d’implantation (Tao et cii, 2002).
L’injection de CNTF ne corrige pas l’anomalie génétique responsable de la maladie
mais permet de corriger les effets délétères qu’elle occasionne. En 2002,
l’entreprise Neurotech, après avoir démontré l’efficacité de ce procédé chez
l’animal, a lancé un essai clinique de phase I chez l’homme. Des résultats d’essais
précliniques ont montré, sur une cohorte de dix patients, une réduction de la
dégénérescence rétinienne par l’administration de CNTF dans des systèmes
encapsulés (Mohand-Said et cii, 2000; Mohand-Sald et cii, 2001; Tao et cii, 2002;
Sieving et cii, 2006).
Cet essai clinique démontre une validité intéressante dans l’utilisation de
CNTF dans des maladies dégénératives et représente un réel succès clinique dans
ce domaine.
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I. Conclusions
La description des effets biologiques du CNTF donne un aperçu de
l’étendue des activités potentielles de cette molécule. Le nombre très important
d’études en cours sur le sujet témoigne paradoxalement de l’échec à définir sa
fonction dans des conditions physiologiques normales. Néanmoins, les résultats
issus de ces différents travaux indiquent que le CNTF exerce surtout ses activités
au niveau du système nerveux et du muscle, et que s’il est capable de modifier le
développement embryonnaire des organismes in vitro ou in vivo par un apport
exogène, il n’est pas intrinsèquement essentiel à ce développement. Enfin, la
fonction la mieux démontrée du CNTF semble finalement résider dans le rôle de
facteur de secours de diverses populations neuronales après un traumatisme ou
une lésion. C’est dans ce contexte que des essais de traitement de maladies
neurodégénératives ont été réalisés. Leurs résultats sont encore modestes
aujourd’hui, mais les difficultés rencontrées pour introduire cette molécule de
façon continue dans le système nerveux central des patients — moelle épinière ou
striatum — représentent vraisemblablement un premier obstacle à surmonter
pour que l’effet thérapeutique du CNTF puisse être étudié de façon valable.
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II. Le second ligand du CNTFR: le complexe CLC/CLF
La grande différence entre le phénotype silencieux des souris CNTF-/- et la
gravité de celui des souris CNTFR-/- a suggéré l’existence d’un second ligand du
récepteur au CNTF (DeChiara et ai, 1995). Ce second ligand a été mis en évidence
en 2000 par les équipes des Dr Gauchat et Dr Gascan qui ont démontré
l’existence des complexes CLC/CLF ou CLC/sCNTFR comme seconds ligands du
CNTFR.
A. Clonage et profil d’expression de CLF
Les récepteurs aux cytokines de type I sont caractérisés par la présence
d’une région extracellulaire conservée d’environ 200 acides aminés contenant
deux modules fibronectine de type III. Cette région, connue comme le domaine de
liaison aux cytokines, joue un rôle essentiel dans la fonction récepteur en terme
de liaison du ligand et de la formation du complexe récepteur. Elle est
caractérisée par quatre résidus cystéines conservés dans le premier module et
par le motif WSXWS dans le second. Les récepteurs pour les cytokines de type IL-
6 sont typiques de cette famille, formant des complexes de liaison multimériques
et partageant les sous-unités transductrices du signal. A partir de ces données,
en 1998, l’équipe de Elson et ai. a identifié et cloné à partir d’une banque d’EST,
le Cytokine-Like Factor 1 (CLF-1) (Elson et ai, 1998). Les CLF humain et murin
partagent 96 % d’homologie dans la séquence en acides aminés, et présentent
une homologie significative avec les récepteurs aux cytokines de type I.
Le gène humain de CLF est constitué de 9 exons, et code pour une protéine de
422 acides aminés avec un peptide signal de 37 résidus. Le premier exon code
pour le peptide signal, le second code pour le domaine « Immunoglobulin-like »,
les codons 3 et 4 codent pour le domaine N-terminal ressemblant au récepteur
aux cytokines alors que les exons 5 et 6 codent pour celui en C-terminal. Les
exons 7 et 8 ne montrent aucune homologie avec d’autres membres de la famille
des récepteurs gpl3O, alors que l’exon 9 possède le codon stop dans sa partie 5’
et le signal de polyadénylation en 3’. Aucun domaine transmembranaire putatif
n’a été identifié.
-41 -
Le profil d’expression de CLF démontre qu’il est fortement exprimé dans
les ganglions lymphatiques, la rate, le thymus, le placenta, l’estomac, la moelle
osseuse et les poumons foetaux (Elson et ai, 1998). CLF est une protéine sécrétée,
suggérant ainsi qu’il soit une sous-unité soluble d’un complexe récepteur à
cytokine, comme la forme soluble de la chaîne a de l’IL-6R, ou une sous-unité
d’une cytokine multimérique comme la sous-unité p40 de l’IL-12. CLF correspond
au récepteur soluble du complexe cytokinique CLC/CLF (Elson et ai, 2000).
L’inactivation du gène de CLF chez la souris conduit à la mort périnatale
des animaux qui ne réussissent pas à s’alimenter (Alexander et ai, 1999a). Une
analyse phénotypique détaillée de ces souris révèle également une perte en
neurones moteurs. L’inactivation du gène codant pour CLF chez la souris conduit
à un phénotype voisin de celui observé chez les animaux CNTFR-/- avec mort
périnatale des animaux, ce qui renforce encore l’analogie fonctionnelle entre
CLC/CLF et le deuxième ligand pour le récepteur au CNTF.
B. Clonage et profil d’expression de CLC
En 1999, Senaldi et aï ont identifié un nouveau membre de la famille des
cytokines gp 130 en utilisant une librairie d’ADNc construite à partir de cellules
Jurkat, lymphome de cellules T humaines. Dû à ces effets neurotrophiques et
stimulateurs des cellules B, il a été nommé « novel neurotrophin-1/B cell
stimulating factor-3 (NNT-1/BSF-3) (Senaldi et ai, 1999). Indépendamment, Shi et
ai ont caractérisé la même protéine en utilisant un algorithme de type réseau
neural appliqué à une large banque de données d’EST (5h et ai, 1999). Par son
homologie avec la cardiotrophin-1 (CT-1), ce groupe l’a appelée Cardiotrophin
Like Cytokine (CLC) (Shi et ai, 1999). Dans tout ce document, nous utiliserons le
terme de Cardiotrophin-Like Cytokine ou CLC.
CLC est une protéine de 225 acides aminés. Sa structure primaire contient
un peptide signal putatif conventionnel couvrant les acides aminés 1 à 27 de
façon similaire à l’IL-6, l’IL-ll, le LIF et l’OSM. Quatre résidus cystéines sont
présents, deux d’entre eux sont localisés dans le peptide signal. CLC contient un
site potentiel de N-glycosylation sur l’acide aminé 29. La taille prédite de CLC
correspond à un peptide de 198 acides aminés de 22 kDa. La séquence en acides
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aminés de CLC humain a 27% d’homologie avec la cardiotrophin- 1, 24% avec l’IL
11, 23% avec le CNTF, 21% avec le LIF et 19% avec VIL-6 et l’OSM. Comme CLF,
CLC murine partage 96% d’homologie avec CLC humaine au niveau de la
séquence en acides aminés. C’est également une protéine de 225 acides aminés
avec un peptide signal de 27 résidus et un site potentiel de N-glycosylation (acide
aminé 29) indiquant une forte conservation lors de l’évolution. Chez l’Homme, le
gène de CLC se situe sur le chromosome 1 1q13. Il est constitué de trois exons et
deux introns. Les gènes CLC et CNTF sont localisés à proximité puisque que le
CNTf est localisé sur le chromosome 1 1q12. En revanche, chez la souris, le gène
de CLC se situe sur le chromosome 19.
On retrouve des transcrits de cette cytokine dans un grand nombre de tissus
comme le coeur, le foie, le rein, le colon, le poumon, la moelle osseuse et le muscle
squelettique. Des transcrits de cette protéine ont aussi été détectés chez la souris
durant le développement embryonnaire. Par hybridation in situ, l’ARNm de CLC
est détecté dans les fibres musculaires squelettiques des embryons de souris (de
Bovis et ai, 2005). Cet ARN est co-exprimé avec CLF ou CNTfR. Ainsi, l’ARNm de
CLC est exprimé dans une grande variété de tissus suggérant un râle biologique
important dans de nombreuses fonctions cellulaires.
C. La sécrétion de CLC
Bien que CLC contienne un peptide signal putatif pouvant la faire entrer
dans la voie classique de sécrétion, CLC est retenue à l’intérieur de la cellule par
un mécanisme encore inconnu. La sécrétion cellulaire de CLC nécessite la
formation d’un complexe hétéromérique avec d’autres facteurs. A l’heure actuelle,
deux partenaires susceptibles d’entraîner la sécrétion cellulaire de CLC ont été
identifiés. Sur le modèle de VIL-12, cette cytokine doit être associée à des
récepteurs solubles, le Cytokine Like Factor-1 (CLF) (Elson et ai, 2000) ou le
CNTFRa soluble (Plun-Favreau et ai, 2001) pour être libérée dans le milieu
extracellulaire. La co-expression de CLC avec CLF conduit à la formation d’un
hétérodimère non-covalent qui est sécrété à l’extérieur de la cellule. Cependant,
en fonction du récepteur soluble associé à CLC, la cytokine composite formée
n’aura pas exactement les mêmes activités. En effet, la cytokine composite
CLC/CLF va recruter le même complexe récepteur que le CNTF et ainsi agir sur
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des neuroblastomes ou permettre la survie de motoneurones embryonnaires in
vitro (Elson et ai, 2000; Lelievre et ai, 2001). CLC/CLF n’est actif que sur des
tissus exprimant à leur surface la forme membranaire du CNTF. Contrairement à
ce qui est observé pour le CNTF, le CNTfR soluble ne potentialise pas la réponse
CLC/CLF. Cependant, la cytokine composite CLC/CNTFRa soluble va recruter le
même complexe récepteur que le LIF avec des effets similaires sur les cellules
cibles (Plun-Favreau et ai, 2001).
On observe la présence sur CLC d’un « site I » et d’un « site III » qui définissent
respectivement les zones de contact avec les sous-unités CNTFR et LIFR (Figure
9) (Bravo and Heath, 2000). La zone d’interaction avec gpl3O ou « site II» est,
comme pour les cytoldnes voisines, définies par des points de contact multiples
dispersés sur une large portion de la cytokine. Ses récepteurs solubles ne
s’associent pas par le même site au niveau de CLC ; CLF se lie à CLC par le site
III de cette protéine, alors que le CNTFRa se fixe par le site I (Perret et ai, 2004).
CLF va régler la sécrétion de la partie cytokinique et CNTFR va conditionner la
réponse biologique de la cytokine. D’une façon similaire à celle du CNTF, la
fixation membranaire de CLC/CLF va induire la dimérisation et le recrutement
des sous-unités de transduction gpl3O et LIFR puis activer en aval les cascades
de transduction du signal.
LIFR CLF
LIFR
si’o II
9p130 CNTFR
gpl3O
Figure 9 : Les sites d’interaction de CLC avec les chaînes réceptrices (Bravo and
Heath, 2000; Perret et ai, 2004)
CLF
SitO III
site I
CNTFR
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D. Rôles physiologiques de dc
1. Fonction neurotrophfque
CLC supporte la survie des neurones moteurs et sympathiques
embryonnaires (Senaldi et ai, 1999; Elson et aI, 2000; Plun-Favreau et at, 2001).
CLC et CNTF agissent aussi efficacement comme facteur de survie pour les
motoneurones embryonnaires mais les effets de ces deux cytokines ne sont pas
additifs (Forger et ai, 2003). D’une façon intéressante, l’application in vivo de CLC
montre un effet spécifique local, augmentant le nombre de motoneurones
lombaires de la moelle épinière mais pas le nombre de motoneurones branchiaux
ou thoraciques (Forger et ai, 2003). CLC pourrait induire la différenciation
astrocytaire des cellules foetales neuroépithéliales (Uemura et ai, 2002).
La mort neuronale prématurée est une des caractéristiques des maladies du
système nerveux centrai et des yeux, incluant le glaucome. Au niveau du système
nerveux central, CLC protège de façon significative les cellules ganglionnaires
rétinales (RGCs) de la dégénérescence. CLC montre des effets neuroprotecteurs
sur les ROCs in vivo et pourrait être une option de traitement pour les maladies
neurodégénératives chroniques telles que le glaucome (Schuettauf et ai, 2005).
Cependant, la faisabilité clinique nécessite d’être évaluée, surtout en considérant
les effets immunologiques de la substance.
2. Effets stimulants de CLC sur les cellules B
En effet, cette cytokine semble également avoir un rôle sur les organes
lymphoïdes. Comme l’IL-6 (Akira et ai, 1993), CLC démontre des effets sur la
fonction des cellules B (Senaidi et ai, 1999; Senaldi et aÏ, 2002). Dans les cellules
B primaires de souris, CLC stimule la production d’IgM, d’IgG et d’IgA, et induit la
prolifération (Senaidi et ai, 2002). CLC est un agent immunomodulateur,
stimulant la fonction des cellules B et déplaçant la production des anticorps vers
le type 1g Th2 (Senaldi et ai, 2002). En plus de ces effets sur la fonction des
cellules B normales, CLC a été récemment décrite comme un facteur de survie et
de croissance efficace du myélome (Burger et ai, 2003). De plus, ce groupe a
également montré que CLC pouvait induire la croissance des cellules Ml (Burger
et aÏ, 2003). CLC apparaît comme une nouvelle cytokine avec des propriétés
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immunorégulatrices. En effet, des souris traitées par CLC pendant 7 jours
développent une hyperplasie des cellules B (Senaldi et ai, 2002), une
augmentation du taux sérique des immunoglobulines de type G et M, et une perte
de poids de l’ordre de 8% (Senaldi et ai, 1999).
3. Modulation neuroimmunocrine de la fonction
corticotrophe
Les mécanismes locaux de régulation autocrine/paracrine jouent un rôle
critique dans la fonction corticotrophe (Arzt, 2001). De tels facteurs locaux
impliqués dans cette régulation comprennent plusieurs cytokines de la famille
gpl3O (Arzt, 2001; Auernhammer and Meïmed, 2001; Auernhammer et ai, 2004).
In vivo, CLC stimule chez la souris la sécrétion de corticostérone qui est
également stimulée par toutes les autres cytokines de la famille de l’IL-6 (Benigni
et ai, 1996; Senaldi et ai, 1999). CLC active cette fonction par un mécanisme
dépendant de la voie JAK-STAT et cette action est régulée négativement par
SOCS-3 (Auernhammer et ai, 2003). CLC est un stimulateur efficace de la
fonction corticotrophe avec une efficacité equimolaire comparable à celle du LIF,
qui est un activateur bien établi de cette fonction (Benigni et ai, 1996). CLC est
exprimée dans les cellules folliculostellates qui sont hormonellement inactives à
l’intérieur de la glande pituitaire et est régulée par les neuropeptides PACAP et
VIP (Vlotides et ai, 2004). Ces cellules stimulées peuvent sécréter CLC qui en
retour régule la fonction corticotrophe dans une boucle paracrine à l’intérieur de
la glande pituitaire. Ainsi CLC semble être un nouveau modulateur
neuroendocrine efficace pour cette fonction pituitaire.
4. Dernières fonctions attribuées à CLC/CLF
En activant la voie JAK-STAT dans le mésenchyme métanéphrique,
CLC/CLF semble entraîner la conversion des cellules épithéliales en cellules
mésenchymateuses (Schmidt-Ott et ai, 2005). L’hétérodimère CLC/CLF semble
induire la conversion épithélio-mésenchymateuse et la néphrogénèse, suggérant
ainsi que CLF agit comme un agoniste des cytokines.
Les comportements locomoteurs sont soumis aux rythmes circadiens contrôlés
par le noyau suprachiasmatique. La précision du rythme circadien sur l’activité
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locomotrice est générée par des actions concertées de multiples facteurs sécrétés
par le système nerveux central, chacun régulant l’activité à un temps donné. CLC
semble être synthétisée de façon rythmée (Kraves and Weitz, 2006). Elle est
relâchée par les neurones du système nerveux central et agit sur les complexes
récepteurs qui sont localisés autour du troisième ventricule pour inhiber l’activité
locomotrice. Elle pourrait avoir un rôle dans la régulation des rythmes circadiens.
E. Le “Cold-Induced Sweating Syndrome”
En 2003, Knappskog et ai, ont décrit des mutations dans le gène humain
de CLf provoquant un syndrome appelé « Cold-Induced Sweating Syndrome »
(CISS). Ce syndrome a tout d’abord été décrit en 1978 par Sohar et ai chez deux
soeurs israéliennes. Ces patientes possèdent des mutations faux sens dans le
gène de CLF et présentent une transpiration excessive à faible température au
niveau de leur dos et de leur poitrine. Elles présentent également des anomalies
morphologiques, incluant un haut palais arqué, une voix nasale, une cloison
nasale détériorée et une incapacité à étendre complètement les coudes. Les
patients décrits en 2003 par Knappskog, possèdent des mutations stop sur le
gène de CLF menant â la synthèse d’une protéine non fonctionnelle. Le phénotype
est plus sévère que pour les soeurs israéliennes. En effet, ils possèdent en plus,
une cyphoscoliose, des défauts dans la perception de la douleur et dans la
sensibilité à la température, et surtout une absence d’appétit depuis la naissance
(Knappskog et ai, 2003).
Notre équipe a également participé en 2006 à la caractérisation d’un phénotype
de type CISS chez un patient possédant des mutations fonctionnelles sur le gène
de CLC (Rousseau et ai, 2006). C’est une forme légèrement différente du
syndrome CISS, elle est liée à une déficience en CLC, avec des caractéristiques
cliniques similaires mais un peu plus bénignes. Le patient CLC-/ présente aussi
des signes d’une neuropathie sensorielle bénigne. Ce patient présente une double
mutation sur les deux allèles codant pour CLC. La première mutation entraîne un
arrêt de la traduction de la protéine, menant si elle existe à une protéine tronquée
non fonctionnelle. La seconde mutation en position 197 provoque un
remplacement du résidu arginine par une leucine provoquant l’abolition de
l’interaction de cette cvtokine avec son récepteur (Rousseau et ai, 2006). Le
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phénotype de ce patient correspond à des anomalies squelettiques, une
neuropathie sensorimotrice bénigne et une altération dans la thermorégulation.
Ainsi, le rôle prévalent de CLC, tout comme CLF, dans le contrôle de la
transpiration peut fournir une information utile quant aux investigations
prochaines des désordres moins importants liés à la transpiration ou de
l’hyperhidrose.
Alors que des pathologies avalent été attribuées à des mutations dans les
récepteurs aux cytokines de type I, aucune mutation délétère n’avait encore été
identifiée dans le gène d’une cytokine correspondante. L’absence d’un ligand
inactivé dans une pathologie est clairement le reflet d’une large redondance
fonctionnelle au sein des familles de cytokines. Le phénotype du dernier patient
atteint du syndrome CISS est une évidence directe pour une fonction non
redondante des cytokines de type I dans le développement humain dont
l’inactivation mène directement à un phénotype pathologique.
F. Conclusion
Les activités neuroprotectrices in vitro et in vivo du CNTF ont conduit à des
essais cliniques dans des pathologies neurodégénératives, comme la sclérose
latérale amyotrophique ou la chorée de Huntington. Le mode d’administration de
la cytokine est un point important pour éviter des effets secondaires. Sa diffusion
lente utilisant des systèmes encapsulés et insérés au sein même des tissus cibles
est une voie prometteuse. CLC/CLF représente un second ligand naturellement
sécrété pour le CNTFR. La spécificité de son action est contrôlée à la fois au
niveau du site de synthèse à travers la fonction du transporteur membranaire de
la partie CLF, mais également au niveau des tissus cibles puisque seule une
forme membranaire de CNTFR autorise la réponse biologique. Son utilisation
comme agent neuroprotecteur pourrait représenter un élément important dans le
traitement des maladies neurodégénératives.
CLC, utilisant le CNTFR comme récepteur n, contredit le dogme selon lequel la
chaîne n confère la spécificité du complexe récepteur pour la cytokine. La
spécificité des récepteurs n pour certaines cytokines pourrait donc ne pas être
une propriété absolue du récepteur n mais une propriété quantitative (Schuster et
aÏ, 2003).
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Les études sur les animaux inactivés pour le gène de CLC représentent un
modèle permettant de caractériser le rôle spécifique de CLC comme facteur
neurotrophique in uivo.
III.La neuropoiétine, dernier ligand identifié du récepteur
au CNTF
L’équipe du Dr Gascan a récemment identifié une nouvelle cytokine de la
famille de FIL-6 appelée neuropoiétine chez la souris (Derouet et ai, 2004). La
neuropoiétine recrute le même complexe récepteur que celui du CNTF et du
CLC/CLF et permet la prolifération de modèles de précurseurs neuronaux (les
neurosphères) en association avec l’EGF et le FGF2 (Derouet et ai, 2004). Par
rapport à ces deux autres cytokines, la neuropoiétine a cependant un mode de
sécrétion classique. Le profil d’expression de cette protéine est restreint au
système nerveux central, et notamment dans les zones de développement des
précurseurs neuronaux comme le neuroépithélium olfactif et rétinien. De plus,
cette cytokine est exprimée uniquement durant le développement embryonnaire
de la souris; en effet, aucun transcrit n’a pu être détecté chez l’adulte (Derouet et
aI, 2004). Cette cytokine a pu être identifiée dans plusieurs espèces dont le rat et
le chimpanzé. Cependant, chez Vhomme, il apparaît que le gène de la
neuropoiétine présente une délétion de $ nucléotides entraînant un décalage du
cadre de lecture et par conséquent une protéine non fonctionnelle (Derouet et ai,
2004). Cette délétion semble être conservée dans la population caucasienne,
suggérant que le gène de cette cytokine a évolué en pseudogène chez Fhomme
(Derouet et aÏ, 2004).
Chapitre 3. Activation des STATs et rôle des
cytokines de la famille de l’IL-6 dans le cancer du
sein
Les trois chaînes du récepteur au CNTF (gpl3O, LIFR et CNTFRa) ont été
mises en évidence dans des lignées cellulaires de cancer du sein ainsi que dans
des tissus primaires de cancer du sein (Douglas et ai, 1997). L’expression de ce
récepteur et de ses ligands suggère que ces molécules pourraient être
importantes dans la régulation de la croissance des cellules du sein. Lors du
clonage de CLF, l’équipe du Dr Gauchat a identifié l’ARN messager de cette
protéine dans des cellules fibroblastiques de glandes mammaires (Elson et ai,
1998). De plus, les cytokines de la famille de l’interleukine 6 induisent un signal
intracellulaire faisant intervenir les STATs qui sont des facteurs impliqués dans
une multitude de maladies dont le cancer du sein (Clevenger, 2004). Nous allons
tenter de démontrer le lien existant entre ces cytokines, ces facteurs STATs et le
cancer, en particulier le cancer du sein. La description de la maladie sera
présentée succinctement avant de détailler le rôle des facteurs STATs dans ces
pathologies et l’implication des cytokines dans l’activation de ces voies de
signalisation.
I. Le cancer du sein: une pathologie multifactorielle
Le cancer est aujourd’hui un problème de santé publique majeur. Le
nombre de nouveaux cas déclaré par an est estimé à 6 millions dans le monde
(Garnier-Suillerot et ai, 2001) tous types de cancers confondus.
Le cancer du sein est la première cause de mortalité par tumeur maligne chez la
femme (Descotes, 2002). Les grandes avancées en terme de compréhension des
mécanismes de prolifération tumorale ont permis la mise en place de traitements
efficaces. Cependant, le stade de développement de la maladie est très important
dans la prise en charge thérapeutique. Diagnostiqué et traité précocement, le
cancer du sein a un très bon pronostic en terme de survie; en revanche, plus la
maladie est à un stade avancé, plus elle est difficile à guérir. Comme dans
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beaucoup de processus de cancérisation, l’échappement thérapeutique, qui
caractérise les stades très avancés de la maladie, intervient le plus souvent avec
l’apparition des métastases (Descotes, 2002).
A. Physiologie et développement du sein
Le sein est une glande exocrine qui se développe au cours de la vie de la
femme. La glande mammaire est constituée de 2 compartiments cellulaires t le
compartiment mésenchymateux, perfusé par les vaisseaux sanguins et les nerfs,
et le compartiment épithélial qui s’articule autour d’un réseau de canaux
galactophores et de lobules renfermant les alvéoles. Ces deux compartiments sont
séparés par une membrane basale de collagène de type IV, de laminine et de
glycosaminoglycanes (Rudland et ai, 1995). Une coopération permanente existe
entre ces deux compartiments au cours du développement de la glande
mammaire. Cette architecture se construit tout au long de la vie, du stade foetal à
la ménopause, sous l’influence des hormones sexuelles (oestrogènes et
progestérone) et d’un certain nombre de facteurs de croissance (Russo and
Russo, 1998).
B. Rôle des hormones
L’effet des oestrogènes est médié par les récepteurs aux oestrogènes (ER).
Cependant les ER ne sont retrouvés que sur 6 à 7% des cellules épithéliales du
sein normal (Anderson, 2002). L’expression des ER au niveau des cellules
épithéliales varie en fonction du cycle menstruel (Balakrishnan et aÏ, 1987). Il
existe deux formes de récepteurs aux oestrogènes (Katzenellenbogen et aÏ, 2000).
Les deux isoformes du récepteur ont une localisation tissulaire variable t alors
que ERa est exprimé assez spécifiquement dans les organes reproducteurs, ERF3
est exprimé dans le système nerveux central (Kuiper et ai, 1998b), le système
cardiovasculaire, le système immunitaire, l’appareil urogénital, l’appareil gastro
intestinal, les os, les reins et les poumons (Arts et ai, 1997; Kuiper et ai, 1997;
Osterlund et ai, 1998). Les ligands naturels de ER sont le 17-r3 oestradiol (E2)
ainsi que ses dérivés ou métabolites estrone et estriol. Ces ligands naturels se
lient au récepteur avec des affinités comparables pour ERa et ERf3 (Kuiper et ai,
1997; Kuiper et ai, 1998a) et permettent l’activation de la transcription de gènes
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cibles. Le 17-r3 oestradiol est synthétisé à partir du cholestérol des lipoprotéines
dans les ovaires chez les femmes non ménopausées (Kuiper et ai, 1998a). Chez
les femmes ménopausées, il s’agit essentiellement de la conversion des
androgènes par l’aromatase dans les tissus périphériques qui libère l’estrone
(Kuiper et ai, 1998a).
L’action des oestrogènes se fait donc à la fois de manière directe par
l’action sur les cellules épithéliales, et indirecte par l’action sur les cellules
mésenchymateuses qui sécrètent des facteurs de croissance (EGF, TGF-a, IGF,
FGF et TGF-) (Silberstein, 2001). L’importance de ERa comme cible
thérapeutique dans les cancers hormono-dépendants a conduit à l’élaboration
d’un grand nombre de ligands synthétiques (Thomas et aï, 2004b).
C. Mécanismes de déclenchement tumoral
La glande mammaire est un organe en évolution permanente sous
l’influence des hormones et des facteurs de croissance. Ceci en fait un organe à
part d’un point de vue du nombre de cellules en croissance et en différenciation,
mais le rend plus susceptible aux transformations cancéreuses (Olsson, 2000).
Comme tout mécanisme tumoral, la carcinogenèse mammaire résulte de
l’acquisition par les cellules d’un certain nombre de caractéristiques une
autonomie vis-à-vis des signaux de croissance cellulaire, une insensibilité aux
signaux inhibiteurs de croissance cellulaire, une évasion du système de mort
cellulaire programmée (apoptose), un potentiel de réplication illimité et une
invasion tissulaire (potentiel métastatique) (Polyak, 2001).
La première étape de cancérisation est une phase d’initiation. Les cellules
sont génétiquement anormales mais toujours contrôlées par l’environnement
cellulaire via les jonctions serrées (gap-junction) (Polyak, 2001). Lorsque les
cellules entrent dans la seconde étape dite de « promotion », elles acquièrent leur
indépendance vis-à-vis des facteurs de croissance grâce aux pro-oncogènes, et
perdent leur capacité de communication intercellulaire (Polyak, 2001). Cette
acquisition d’indépendance peut se faire de plusieurs manières
-
soit la cellule est capable de synthétiser elle-mème un certain nombre de
facteurs on parle alors de contrôle autocrine notamment avec une surexpression
- 52 -
d’< Insuline Growth Factor » (IGF), d’» Epithelial Growth Factor » (EGF) ou encore
TGF-a,
-
soit il y a une surexpression des récepteurs transducteurs de signaux
comme par exemple c-erb B2, le récepteur de l’EGF (Eccles, 2001), (Hynes and
Lane, 2001),
- soit la cellule surexprime des facteurs de transcription, par exemple le
pro-oncogène c-myc (Eccles, 2001; Hynes and Lane, 2001), ou les facteurs STATs.
D. Classification
La présence des récepteurs aux oestrogènes dans une tumeur a permis de
mettre en évidence l’hormonosensibilité de cette tumeur. Les cancers du sein sont
cliniquement classés en deux catégories : les cancers du sein dits ER+ et ceux
dits ER-, selon le niveau d’expression dans une biopsie de tumeur (Descotes,
2002). Les tumeurs du sein ER+ représentent 50 à 80% de la totalité des tumeurs
du sein et la proportion des tumeurs sensibles aux oestrogènes augmente avec
l’âge. La présence de ER est actuellement corrélée avec un meilleur pronostic de
survie (Descotes, 2002). Elle peut également permettre de prédire la réponse à
une thérapie hormonale comme celle basée sur l’utilisation d’antioestrogènes tels
que le tamoxifène (Descotes, 2002).
Dans certains cas (5 à 10% des cancers du sein) le développement tumoral est
favorisé par la présence des mutations oncogéniques héréditaires qui touchent
préférentiellement les gènes suppresseurs de tumeurs ou anti-oncogènes tels
que: BRCA1, BRCA2 ou p53 (Chodosh et ai, 1999). On parle alors de cancers du
sein héréditaires par opposition aux cancers du sein sporadiques. Le gène ERCA1
muté est retrouvé dans 40 à 45% des cas de cancer du sein héréditaires, et une
telle mutation n’est quasiment jamais observée dans les cas de cancers
sporadiques (Rosen et aÏ, 2003). Un grand nombre de fonctions sont attribuées
au gène BRCA1, notamment sa capacité à maintenir l’intégrité du génome, à
contrôler le cycle cellulaire, ainsi que l’apoptose (Kubista et ai, 2002). Parmi
toutes ses fonctions, le gène BRCA1 possède la capacité d’interagir avec le proto
oncogène c-myc et d’inhiber ainsi la transformation cellulaire induite par c-myc.
BRCA1 bloque aussi l’activité transcriptionnelle du récepteur à l’oestrogène ER-a
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en interagissant directement avec la partie N-terminale de ce dernier (Fan et cil,
2001). BRCA1 se lie directement à p53 qui est une protéine régulant la
progression du cycle cellulaire et induisant l’apoptose. Cette liaison provoque une
augmentation de l’activité de p53 (Rosen et cil, 2003). Le gène BRCA1 est donc un
maillon essentiel dans le maintien de l’activité normale d’une cellule, c’est
pourquoi les personnes qui possèdent une mutation héréditaire de ce gène
présentent 50 à 80% de risque de développer un cancer du sein par la perte de
l’allêle non muté du gène (Kubista et cil, 2002).
E. Stratégies thérapeutiques
1. Chirurgie
La chirurgie est la technique la plus ancienne dans les cas de cancer du
sein. Elle consiste en une ablation du tissu tumoral.
2. Radiothérapie
La radiothérapie po st-opératoire est réalisée après l’intervention
chirurgicale. Elle utilise des rayons qui détruisent les cellules. Ainsi, des rayons
de différentes énergies (photons, rayons X ou électrons) sont utilisés en fonction
de la zone à traiter (Rang et aÏ, 2003).
3. Chimiothérapie
Les médicaments utilisés en chimiothérapie ont pour cible l’ADN ou les
protéines impliquées dans le métabolisme de l’ADN. Ils peuvent être classés en 4
familles selon leur mode d’action.
a.Les antimitotiques.
Les alcaloïdes de la pervenche (vinblastine ou vincristine) et les taxanes
(paclitaxel ou docetaxel) sont des antimitotiques qui inhibent la polymérisation de
la tubuline, ce qui induit l’apoptose. Ils bloquent les cellules en métaphase en
inhibant la dépolymérisation de la tubuline (Rang et ai, 2003).
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b.Les agents aikytants
Ce sont des molécules de synthèse qui, après activation hépatique ou
tissulaire se lient de manière covalente à l’ADN, ce qui provoque une inhibition de
la progression de l’ADN polymérase. Dans le cas du cancer du sein, c’est le
cyclophospharnide qui est utilisé (Rang et ai, 2003).
c.Les antimétabotites
Ils perturbent la synthèse de l’ADN en bloquant les enzymes nécessaires à
la synthèse des nucléotides. Les plus utilisés dans le cancer du sein sont le 5-
fluorouracile (5-FU) et le méthotréxate (MTX) (Rang et ai, 2003).
d.Les inhibiteurs de la topoisomérase II
Ces agents inhibent la religation des 2 brins d’ADN après le relâchement
des contraintes de torsion nécessaire au processus de réplication. Ceci provoque
des cassures dans les brins d’ADN entraînant la mort cellulaire. Il s’agit de la
famille des anthracyclines avec principalement l’adriamycine et l’épimbicine
(Rang et ai, 2003).
e.Résistances
La limite des traitements de chimiothérapie est l’apparition de résistances
aux médicaments administrés avec des phénomènes de « cross résistance »
(apparition de résistance à des molécules jamais administrées) (Descotes, 2002).
4. Hormonothérapie
L’efficacité de l’hormonothérapie dépend de la présence ou non à la surface
des cellules tumorales de récepteurs aux oestrogènes et à la progestérone. ERa
donnerait une réponse sur l’hormonosensibilité de la tumeur alors que ERF3
permettrait de prévoir l’échappement aux traitements anti-oestrogéniques, le
Tamoxifène n’ayant pas d’effets agonistes sur les ER3 (Descotes, 2002). L’absence
de tels récepteurs est responsable de l’absence de réponse aux molécules
administrées.
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Il existe 3 types d’hormonothérapie
- L’hormonothérapie compétitive avec les anti-oestrogènes. Ils bloquent
l’action des oestrogènes en se fixant aux récepteurs oestrogéniques ERa des
cellules tumorales. La molécule la plus largement utilisée à l’heure actuelle est le
tamoxifène (ou 4HT) c’est un agoniste dans certains tissus : utérus (augmente le
risque de cancers de l’endomètre) (Fisher et ai, 1994), os (maintien de la densité
minérale osseuse) (Chang et ai, 1996), et foie (augmente le risque de cancers
hépatiques) (Dragan et ai, 1994) mais un antagoniste dans d’autres tissus comme
le sein.
-
L’hormonothérapie additive avec la prise de progestatifs de synthèse. A
forte dose, ils se comportent comme des anti-oestrogènes (Piccart et ai, 2003).
- L’hormonothérapie inhibitrice avec les anti-aromatases. Cette thérapie
consiste en une surrénalectomie chimique, qui se traduit par une inhibition de
l’activité aromatase responsable de la conversion des stéroïdes surrénaliens en
oestrogènes (Piccart et ai, 2003).
5. Nouvelles stratégies thérapeutiques
De nouvelles voies de traitements se développent en essayant d’apporter
une spécificité en fonction des caractéristiques de la tumeur. C’est le cas des
antagonistes des récepteurs de facteurs de croissance. Le plus étudié
actuellement est le trastuzumab, qui est un anticorps humanisé dirigé contre le
récepteur à l’EGF (HER2) (Siedge, 2001; McKeage and Perry, 2002). Cet anticorps
est actuellement utilisé dans le traitement des patients atteints d’un cancer du
sein métastatique dont les tumeurs surexpriment HER2 et qui ont reçu une ou
plusieurs chimiothérapies. Il est aussi indiqué en combinaison avec le paclitaxel
en thérapie de fond du cancer du sein métastatique (Seidel et ai, 2000).
Une autre piste de traitement étudiée est l’immunothérapie génique. La
transformation de cellules normales en cellules tumorales devrait faire de ces
dernières des cibles préférentielles pour le système immunitaire. Or les tumeurs
mettent en place des mécanismes pour échapper aux acteurs de l’immunité. Le
but de l’immunothérapie génique est d’amplifier une réponse immune
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antitumorale et de détourner les mécanismes déchappement à la réponse
immunitaire (Luftner et ai, 2005).
Un autre axe sur lequel porte de nombreuses études est l’analyse des voies
de signalisation et des facteurs cellulaires ou nucléaires qui sont
constitutivement activés, soit par un oncogène, une cytokine ou un facteur de
croissance, soit par autophosphorylafion. Nous nous attarderons principalement
sur les membres d’une famille de facteurs de transcription, les STATs, qui
semblent avoir un rôle majeur dans le développement et le maintien de la
prolifération tumorale.
II. Rôle des STATs dans l’oncogenèse du cancer du
sein
Les STATs appartiennent à une famille de facteurs de transcription qui
régulent la croissance et la différenciation cellulaires, la prolifération, le
développement, l’apoptose et l’inflammation (Bromberg et ai, 1996; Coletta et ai,
2004). Les STATs se retrouvent dans le cytoplasme dans un état latent ou inactif
jusqu’à leur phosphorylation par les récepteurs associés aux kinases (Voir détails
des mécanismes au Chapitre 1). De nombreuses études sur des lignées
cellulaires, des modèles murins ou des tissus primaires humains ont démontré
l’implication de ces facteurs dans l’oncogenèse du cancer du sein (Clevenger,
2004; Coletta et ai, 2004). L’activité des STATs est modulée par plusieurs
modifications post-traductionnelles et par des interactions protéines-protéines
(Clevenger, 2004). Ces facteurs sont capables d’intégrer des signaux provenant de
plusieurs réseaux de signalisation. En plus des JAKs qui activent les STATs, de
nombreuses tyrosines kinases sont capables d’induire la signalisation des STATs
(Jove, 2000). Cette famille de protéines est très importante car les STATs servent
aussi bien de transducteurs du signai cytoplasmique que de facteurs de
transcription nucléaires, permettant ainsi de convertir un stimulus apparu à la
surface cellulaire en une altération dans le programme génétique (Jove, 2000). De
plus, les STATs sont des intégrateurs importants de la signalisation activée par
les récepteurs aux cytokines et aux facteurs de croissance (Jove, 2000). Ces
cytokines, hormones et facteurs de croissance utilisent les voies de signalisation
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impliquant les STATs pour contrôler une grande variété de réponse biologiques,
incluant le développement, la différenciation, la survie et la prolifération
cellulaires. En considérant ce rôle important des protéines STAT dans ces
processus cellulaires, il n’est pas surprenant qu’une inactivation inappropriée de
la voie de signalisation des STATs soit fortement associée avec les phénomènes
d’oncogenèse (Bromberg and Darneli, 2000). Il a été largement démontré que la
signalisation induite par les STATs constitutivement activés mène à la
transformation cellulaire et à la progression maligne de nombreux cancers
humains (Bromberg and Darnell, 2000). La régulation et la fonction des STATs
sont fortement dépendantes du type cellulaire et du stimulus activant les
protéines. Le même membre de la famille des STATs peut entraîner des réponses
conflictuelles en terme de prolifération cellulaire, de différenciation ou d’apoptose
selon le contexte cellulaire (Jove, 2000).
Dans de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses et dans des tumeurs,
où la dérégulation de la croissance est fréquemment le point de départ de la
transformation cellulaire, les protéines STAT, en particulier, STAT1, STAT3 et
STAT5, sont phosphorylées ou activées de façon permanente (Turkson and Jove,
2000).
A. STAT1 : un rôle modérateur de la croissance cellulaire
Les souris inactivées pour le gène de STAT1 démontrent que cette protéine
agit comme un modérateur de la croissance cellulaire dans l’animai entier
(Durbin et ai, 1996; Meraz et ai, 1996). L’absence de STAT1 in vivo mène à
l’augmentation de la formation des tumeurs, ce qui explique pourquoi l’activation
de STAT1 entraîne fréquemment un effet antiprolifératif ou différenciant
(Bromberg and Darnell, 2000). STAT1 a des effets pro-apoptotiques importants.
En effet, il semblerait que les traitements comme la doxorubicine augmente
l’activation de STAT1 et donc l’apoptose des cellules cancéreuses (Thomas et ai,
2004a). STAT1 contrôle l’expression de protéines impliquées dans la présentation
d’antigènes, affectant ainsi l’immunogénicité de la tumeur (O’Shea et ai, 2002).
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B. Rôle de STAT3 et STAT5 dans l’oncogenèse humaine
Une activité anormale de certains membres de la famille des STATs, en
particulier STAT3 et STAT5, est associée avec une grande variété de cancers
incluant le cancer du sein (Turkson and Jove, 2000). De nombreuses
publications ont montré que des échantillons cliniques de tumeurs contenaient
des protéines STAT3 et STAT5 activées sans stimulation par un ligand connu
(Turkson and Jove, 2000). De plus, le potentiel oncogénique de STAT3 et STAT5
peut être directement activé par des mutations ponctuelles.
1. Activation constitutive de STAT3
Initialement, la transformation maligne par l’oncogène v-Src entraîne
l’activation constitutive de STAT3 ce qui a suggéré qu’une activation aberrante
des STATs pouvait jouer un rôle clé dans l’oncogenèse (Bromberg et ai, 1998;
Turkson et ai, 1998). Un grand nombre de gènes cibles de STAT3 ont été
identifiés, incluant la cycline Dl, p21, c-myc et les membres de la famille Bel qui
ont des rôles importants dans la régulation de la survie et de la prolifération
cellulaires (Turkson and Jove, 2000).
L’activation constitutive de STAT3 peut être due à la signalisation
aberrante de l’EGF (Epidermal Growth Factor). Cependant en l’absence de
stimulation par 1EGP, STAT3 est la protéine STAT majoritaire qui est activée
dans les lignées de cancer du sein (Garcia et aI, 2001). La cause de cette
activation n’est pas connue. Pour tester l’efficacité de STAT3 comme seul agent
responsable de la transformation, le groupe de Bromberg (Bromberg et aI, 1999) a
construit une forme constitutivement active de STAT3 où la dimérisation
constitutive est atteinte par l’insertion de cystéines dans le domaine SH-2. Cette
molécule dimérise spontanément et s’accumule dans le noyau où il peut lier
l’ADN et conduire à la transcription (Bromberg et aÏ, 1999). Les cellules de rat et
de souris en culture peuvent être transformées et ces cellules sont alors capables
de former des tumeurs dans les souris « nude En général, l’activation de STAT3
est associée avec la prolifération, la transformation cellulaire, et l’inhibition de
l’apoptose. Cependant, il existe un certain nombre d’exemples où l’activation de
STAT3 semble jouer un rôle dans la différenciation et entraîner l’apoptose
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(Bromberg and Darneil, 2000). Ces observations ne sont pas nécessairement
surprenantes puisque les protéines qui contrôlent la prolifération cellulaire sont
étroitement liées à celles qui mènent à la mort cellulaire. La phosphorylation du
résidu sérine 727 de STAT3 entraîne une augmentation significative de l’activité
transcriptionnelle de cette protéine (Decker and Kovarik, 2000). Cette
phosphorylation, requise pour une activation maximale de la signalisation,
semble venir de plusieurs kinases incluant les MAPKs. Ceci met en évidence les
interactions existant entre les différentes voies de signalisation et les implications
possibles dans l’activation de STAT3 (Turkson and Jove, 2000). L’activation de la
voie de signalisation des MAPK est augmentée de façon signification dans plus de
50% des cancers du sein par rapport à l’épithélium normal de sein et cette
augmentation est associée avec un mauvais pronostic pour les patients (Mueller
et ai, 2000).
2. STAT3 et la formation de métastases
Il a été démontré récemment que STAT3 pouvait avoir un rôle dans
l’expression du gène de la vimentine. En effet, STAT3 semble pouvoir se lier sur
ce gène, lever la répression et restaurer l’expression du gène (Wu et ai, 2004). La
vimentine appartient à la famille des filaments intermédiaires qui sont des
protéines du cytosquelette. Cette protéine est exprimée très tôt dans l’embryon
puis son expression est réprimée rapidement lors du développement. En général,
l’expression de la vimentine coïncide avec la croissance cellulaire et est régulée
par le cycle cellulaire (franke et ai, 1979; Wu et aÏ, 2004). Par ses propriétés, la
vimentine est un marqueur diagnostique pour la dissémination initiale des
cellules épithéliales en cellules tumorales devenues migratoires et métastatiques
(Wu et ai, 2004). En dépit de son origine embryologique, la vimentine est activée
de façon aberrante dans de nombreuses tumeurs, en particulier quand elles
deviennent invasives et métastatiques (Bowman et aI, 2000).
Il semble que l’activation maximale de STAT3 résulte de la coopération de
différents récepteurs, comprenant les récepteurs aux facteurs de croissance, aux
cytokines, mais aussi les tyrosines kinases qui ne sont pas des récepteurs. Ainsi,
une activation constitutive de STAT3 est plus prédominante dans les cancers du
sein hautement agressifs et métastatiques. En inhibant l’activation de STAT3, il
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est possible de bloquer la progression des tumeurs mammaires malignes
(Bowman et aÏ, 2000; Garcia et ai, 2001). STAT3 pourrait donc être une cible
potentielle pour la découverte de médicaments anticancéreux et pour une
intervention thérapeutique. En effet, bloquer la signalisation constitutive de
STAT3 résulte en une inhibition de la croissance et une induction de l’apoptose
des cellules tumorales in vitro et in vivo (Turkson and Jove, 2000).
3. STAT5 dans l’oncogenèse
STAT5 aussi est impliquée dans la tumorigénèse, l’apoptose et la
prolifération cellulaire. Un certain nombre d’oncogènes comme la tyrosine kinase
BRC/ABL ou v-src mène à une phosphorylation persistante de la tyrosine de
STAT5 (Bromberg and Darneli, 2000). De nombreuses études indiquent que
STAT5 peut activer la transcription de gènes associés à la progression du cycle
cellulaire, la survie cellulaire, la transformation et l’angiogenèse (Yu and Jove,
2004). Ces observations ont principalement été réalisées dans les leucémies.
III. Rôle des cytokines de la famille de l’IL-6 dans le
cancer du sein
La progression tumorale est associée à un déséquilibre dans la
prolifération cellulaire avec l’acquisition d’un potentiel invasif et métastatique
ainsi qu’un échappement de la réponse immunitaire. Ces changements sont
associés avec les altérations progressives dans la production de cytokines qui
régulent la croissance (Purohit et ai, 2002). La majorité des cancers du sein sont
initialement dépendants des oestrogènes qui supportent leur croissance. La voie
de synthèse des oestrogènes fait intervenir différentes enzymes comme
l’aromatase dans les tissus périphériques. Une activité anormale de ces enzymes
qui régulent la production des oestrogènes, implique des cytokines et des facteurs
de croissance tels que le TNf-a (Tumour necrosis factor), l’IL-6, 1’OSM, le LIF et
l’IGF-l (insulin-like factor Type I)(Purohit et ai, 2002).
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A. L’IL-6
L’IL-6 est associée à une stimulation autocrine et paracrine de la
prolifération cellulaire tumorale en régulant de façon positive les protéines anti
apoptotiques et angiogéniques dans les cellules tumorales (Jee et ai, 2001). En
effet, VIL-6 est constitutivement exprimée par les cellules de carcinomes
mammaires et les études d’immunohistochimie ont démontré l’expression de VIL-
6 dans le cytoplasme des cellules de cancer du sein (Krueger et ai, 1991; Basolo
et ai, 1996). De plus, ces cellules expriment également le récepteur à FIL-6 (Chiu
et ai, 1996; Douglas et ai, 1997). L’IL-6 permet également de réguler positivement
les récepteurs aux oestrogènes et l’expression de l’aromatase (Reed and Purohit,
1997). L’IL-6 affecte aussi la migration cellulaire en induisant la conversion des
cellules tumorales d’un phénotype épithélial à un phénotype fibroblastique, et
probablement en induisant une diminution de l’expression de E-cadhérine
membranaire responsable de l’adhésion cellulaire et du phénotype épithélial
(Asgeirsson et ai, 199$). En plus du rôle de stimulateur de la synthèse des
oestrogènes, différentes études ont confirmé l’importance de FIL-6 dans les
processus physiologiques associés à l’angiogenèse. IL-6 est un facteur pro
angiogénique supportant ainsi la croissance des nouveaux vaisseaux qui sont
essentiels à la croissance de la tumeur (Purohit et ai, 2002). Chez les patients
atteints d’un cancer du sein récurrent, l’augmentation de VIL-6 dans le sérum est
associée à différentes résistances de traitement et à un mauvais pronostic de
survie (Cricliton et ai, 1996; Conze et ai, 2001; Bachelot et ai, 2003; DeMichele et
ai, 2003; Salgado et ai, 2003; lacopetta et ai, 2004).
Pour résumé, VIL-6 agit indirectement en augmentant la production de
VEGF par les cellules tumorales permettant une angiogenèse, et directement avec
un rôle anti-apoptotique en induisant la prolifération cellulaire et le
développement de métastases (Motro et ai, 1990).
B. L’OSM
L’OSM inhibe la prolifération et induit la différenciation des cellules de
cancer du sein (Douglas et ai, 1998). L’activation de ce récepteur abolit la
stimulation des facteurs de croissance tels que l’EGF, et régule de façon négative
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le proto-oncogène c-myc (Liu et ai, 1997; Douglas et ai, 1998). Parmi la famille de
VIL-6, l’OSM est l’inhibiteur le plus efficace de la prolifération des cellules de
cancer du sein (Douglas et ai, 1998).
C. Le LIF
Le LIF est une cytokine pluripotente qui a des effets sur les cellules
épithéliales. In vitro, il stimule la croissance des cellules de cancer du sein (Estrov
et ai, 1995; Dhingra et aï, 1998). En effet, le LIF stimule la prolifération de lignées
cellulaires ER+ de façon dose dépendante. Cet effet est direct et ne dépend pas
des oestrogènes ou d’autres cytoldnes (Kellokumpu—Lehtinen et ai, 1996). Le LIF
agit comme un facteur de croissance autocrine ou paracrine sur le cancer du
sein, du rein ou de la prostate (Kellokumpu-Lehtinen et ai, 1996).
D. L’IL-ll
L’expression du gène de 1’IL- 11, retrouvée dans des tumeurs de sein
invasives, suggère le potentiel de cette cytokine comme un facteur prédictif
possible pour le développement de métastases osseuses (Sotiriou et ai, 2001).
L’IL- 11 semble être un facteur de mauvais pronostic dans le cancer du sein
(Hanavadi et ai, 2006).
E. Conclusion
L’exploration de la biologie des tissus tumoraux a débuté, il y a plus de 30
ans, avec la découverte du concept des récepteurs hormonaux qui a permis de
rendre compte de Phormonodépendance des tumeurs mammaires. Les stratégies
thérapeutiques disponibles à 1heure actuelle sont efficaces lorsque la maladie est
diagnostiquée précocement (Descotes, 2002). En revanche, plus le stade est
avancé, plus le pronostic est défavorable et le cancer du sein entraîne alors le
décès de la patiente par des processus bien souvent métastatiques. Par la suite,
les recherches ont permis d’identifier un certain nombre d’autres facteurs
biologiques responsables des modalités évolutives des tumeurs mammaires en
raison de leur implication dans les mécanismes de la progression tumorale. Ces
facteurs tissulaires représentent des caractères biologiques mesurables dont le
rôle est connu soit dans les mécanismes propres de la prolifération cellulaire soit
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dans les réactions paracrines avec les cellules de l’environnement (activité
protéasique ou angiogénique) qui participent à l’extension locale et métastatique.
La liste des cytokines ayant un rôle potentiel dans le développement du cancer du
sein est loin d’être exhaustive. En revanche, il est à noter qu’aucune donnée sur
l’implication du CNTF dans le développement cancéreux n’est disponible dans la
littérature.
Les études portant sur les protéines STAT continuent à révéler des
informations aussi bien sur leur participation à l’activation de la transcription
que sur les effets biologiques résultant de leur activation. A flieure actuelle, il
semble possible de conclure que STAT1 jouerait un rôle dans la restriction de la
croissance alors que STAT3 et STAT5 favoriseraient la croissance de nombreuses
tumeurs humaines. La fréquente co-activation de STAT1 et STAT3 par le même
ligand et Vhétérodimère STAT1/STAT3 fréquemment observé laissent penser à
une régulation basée sur un équilibre précis entre ces deux protéines. La
perturbation de cet équilibre pourrait entraîner l’oncogenèse ou le phénotype
cellulaire transformé (Bromberg and Darnell, 2000). Outre leur intérêt
pronostique, on envisage désormais que certains de ces facteurs biologiques
puissent être considérés comme des cibles thérapeutiques (Turkson and Jove,
2000).
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Résultats
Chapitre 4. Rôle de CLC et du CNTF dans le cancer
du sein
I. Introduction
Le cancer du sein est dans les pays développés la première cause de
mortalité par tumeur maligne chez la femme (Descotes, 2002). L’incidence du
cancer du sein est réduite chez les femmes présentant une immunosuppression
acquise ou médicamenteuse (Stewart et ut, 1995). Comme la production de
cytokine est également réduite chez ces patientes, cette observation supporte le
concept que les cytokines ont un rôle important dans le cancer du sein, agissant
éventuellement comme flL-6 par la stimulation de la synthèse d’oestrogènes
(Reed and Purohit, 1997; 2001; Purohit et ut, 2002). Lors du clonage de CLF,
l’équipe du Dr Gauchat a identifié l’ARN messager de cette protéine dans des
cellules fibroblastiques de glandes mammaires (Elson et aI, 1998). Les trois
chaînes du récepteur au CNTF (gpl3O, LIFRI3 et CNTFRu) ont également été mises
en évidence dans des lignées cellulaires de cancer du sein ainsi que dans des
tissus primaires de cancer du sein (Douglas et aÏ, 1997). L’expression de ce
récepteur, et donc de ses Ïigands, suggère que ces molécules pourraient être
importantes dans la régulation de la croissance des cellules du sein. CLC forme
un complexe stable avec CLF et ce complexe est un ligand pour le CNTFR. De
plus, le complexe CLC/CLF active la voie de signalisation JAK/STAT et pourrait
être un facteur de déclenchement de l’activation d’une des protéines STAT.
Sachant qu’une activation persistante de STAT3 est nécessaire et suffisante pour
la transformation cellulaire et que les STATs sont souvent constitutivement
activés dans l’oncogenèse, il est impératif de déterminer comment une activation
persistante est atteinte et maintenue et de chercher de quelle manière une telle
activation joue un rôle dans la transformation phénotypique (Bromberg and
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Darneli, 2000). Nous avons donc voulu étudier le rôle de CLC dans le
développement du cancer du sein.
La contribution des auteurs dans ce travail est la suivante Jean-François
Gauchat est le directeur du laboratoire ayant initié le projet. Hugues Gascan est
le directeur du laboratoire avec qui nous avons collaboré. Yves St-Pierre nous a
fourni des lignées cellulaires et a apporté ses critiques et ses corrections au
projet. Josy froger a produit les anticorps monoclonaux dirigés contre CLC.
Sandrine Crabé a réalisé le marquage intracellulaire de la cytokine par cytométrie
de flux (Figure 4). Laurence Preisser m’a formée sur la technique de PCR en
temps réel. Sylvie Chevalier a été mon superviseur durant mon séjour dans le
laboratoire avec qui nous avons collaboré. Elle a également réalisé le western
présenté en Figure 6a. Ma contribution personnelle correspond à la production
des vecteurs permettant de synthétiser la cytokine et de la protéine elle-même.
Les autres figures n’étant pas citées précédemment sont issues de mon propre
travail.
L’article qui suit a été soumis à la revue International Journal of Cancer.
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II. ARTICLE 1 : Human breast cancer ceil unes can
co-express functional ciliary neurotrophic factor receptor
and its ligand, cardiotrophin like cytokine.
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ABSTRACT
Constitutive activation of signal transducer and activator of transcription-3
(STAT-3) has been observed in breast cancer and is beiieved to contribute to
tumour growth. STAT-3 is a signalling element activated by the interleukin-6 (IL
6) family of cytokines. Expression of several receptors for this cytokine farniiy in
breast tumour has been reported. This includes the mRNA coding for the ffiree
subunits of the ciliary neurotrophic factor receptor (CNTFR). Two CNTFR Iigands
have been identified in human: ciiiary neurotrophic factor (CNTf), a cytoplasmic
cytokine and cardiotrophin-like cytokine (CLC) which form composite cytokines
with the soluble receptor cardiotrophin-like factor (CLF) or CNTFRa. We detected
the mRNA coding for CLC in ail breast cancer ccli unes and tumours examined.
In the breast cancer ceil une MCF-7, expression of CLC and CNTFRŒ was
confirmed at the protein level and the activation of the CNTF receptor signalling
cascade by its ligands directly demonstrated. These resuits suggest that co
expression of CNTFR and CLC could play a role in an autocrine loop participating
in STAT-3 constitutive activation, as previousiy shown for other cytokines,
notably IL-6. CLC is involved in the control of appetite, thermoception,
nociception and, in rodents, circadian activity. Its production by tumour couid
therefore contribute to symptoms ofbreast cancer such as pain, circadian-system
alteration and anorexia-cachexia syndrome.
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INTRODUCTION
Signal transducer and activator of transcription (STAT8) are a family of
cytoplasmic proteins identffied for their role in relaying ligand induced activation
of cytokine receptors signais to the nucleus 1-3 Cytokine induced changes in
receptor conformation, leading to activation of receptor associated Janus kinases
(JAKs) by trans-phosphorylation 1-3• Activated JAKs phosphorylate specific
tyrosines of the signalling chains of cytokine receptors, creating docking sites for
the recruitment of STATs ‘-3 Upon docldng to the receptors, STATs are activated
by tyrosine phosphorylation and form homo- or hetero-dimers via SH2 domain
phosphotyrosine interactions. These STAT dimers transiocate to the nucleus
where they bind the promoter of cytokine regulated genes and regulate their
transcription 1-3 Activated STATs can be oncogenic and constitutive activation
of STATs has been detected in a wide variety of human primary tumour specimen
and tumour ceil unes including breast cancer 6 In breast cancer ceil unes,
STAT-3 and STAT- 1 are activated constitutively by a mechanism which is, at least
partially, mediated by JAKs . This activation is believed to contribute to the
growth and survival of breast cancer ceils . STAT-3 and STAT- 1 are involved in
the interleukin-6 (IL-6) family signal transduction 710• The cytokines of the IL-6
family encompasses 8 known members regulating celi growth and differentiation
in a large number of biologicai systems such as immunity, hematopoiesis,
inflammation, and nervous system development 7-10• Ail of these cytokines share
one or both of the signai transducing receptor subunits gp 130 or leukemia
inhibitory receptor Ç3 (LIFRF3) and their signalling cascade involves activation of
STAT-1 and STAT-3 710•
Expression of mRNA encoding for IL-6 family receptors in breast cancer
ceil unes and biopsies has been reported 11, 12 This includes mRNA coding the
three chains of the CNTFR 11 The tripartite CNTFR comprises one non-signailing
glycosylphosphatidylinositol-anchored chain, CNTFRŒ, which first interacts with
the ligands and two signalling chains, LIFR[3 and gpl3O 13, 14 These two signalling
chains LIFR[3 and gpl3O form, in the absence of CNTFRŒ functional receptors for
two other members of the IL-6 family, LIF and oncostatin-M (05M) 16• The
presence of LIfR[3 and gpl3O on breast cancer celi unes was directÏy
- 69 -
demonstrated by LIF and OSM binding as well as cytokine response studies,
whereas no effect of CNTF was detected 11, 17
Two CNTFR ligands have been identffied to date in human CNTF and CLC
13, 18, 19 CNTF is a non-secreted, cytoplasmic cytokine which promotes the
differentiation and survival of a wide range of nervous system celis 18, 2O Notably,
CNTF supports motor neuron survival in vitro, prevents the degeneration of
axotomized motor neurons and attenuates motor neuron deficit in mice strains
wiffi neuromuscular deficiencies 18, 2O-24 CNTF has trophic effects on muscles,
and induces weight loss centrally by regulating neurogenesis in feeding centers
and peripherally by anti-obesogenic effects on skeletal muscles 25-29•
We observed that CLC, also reported as novel neurotrophin-1 (NNT-1)/B
celi-stimulating factor-3 (BSf-3) or CLCF1, forms a complex with the soluble
cytokine receptor CLF (also referred to as NR6 or CRLF1) and that this composite
cytokine is a second ligand for the CNTFR 19• Alternatively, CLC can be co
secreted with CNTFRu to form a complex capable of binding and activafing LIFR
(LIFRf3 and gpl3O) 30 The existence of additional CNTFR ligand(s) was postulated
in a study comparing the phenotypic consequences of disrupting the genes coding
for CNTFRa and CNTF 31, 32 Detailed phenotypic characterization of CLF deficient
mice revealed a motor neuron loss similar to the one observed in CNTFR-/
suggesting that CLC/CLF is important during central nervous system
development . The functional importance of this composite cytokine in
human is directly indicated by the phenotype of patients suffering from
mutations in genes coding either for CLC or for CLF, which lead to cold-induced
sweating syndrome 3537.
The aim of the present study was to investigate the hypothesis that breast
cancer ceils cari express both the functional tripartite CNTFR and CLC, with the
potential to form an autocrine loop contrihuting to the constitutive activation of
STAT- 1 and STAT-3 and therefore to play a role in the development and
progression of breast cancer. We studied expression of the mRNA coding for
CLC/CLf and CNTFRn in six human breast cancer ceil unes and seven human
breast cancer biopsies. We showed that most celi lines express CLC and CNTFRct.
whereas expression of CLF was more restricted. As CLC can form an active
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complex with either CLF or CNTFRa, this cytokine could therefore contribute to
the constitutive activation of STAT- 1 and STAT-3 in breast cancer ceils.
Expression of a functional LIFR (composed of the two signalling chains of the
CNTFR, LIFRf3 and gpl3O) and of CNTFRŒ mRNA had previously be demonstrated
on the human breast cancer ceil une MCF-7 ‘. We showed that MCF-7 expresses
also the CNTFRa protein and that the CNTFR is functional in this breast cancer
ceil une. Thus inhibition of signalling cascades induced by CLC provides rationale
for a therapeutic option for breast cancer.
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MATERIALS and METHODS
Ceils and reagents
The MDA-MB-231, MDA-MB-435, MDA-MB-453, MDA-M3-468, MCF-lOa,
MCF-7, SK-N-GP, T980 human ccli unes were grown in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% of fetal caif serum (FCS). Anti-CNTFRŒ (AN-563 and AN
E4biot) and neutralizing anti-gpl3O (AN-144) monoclonal antibodies (mAb) were
generated in our laboratory, as described 193O• The anti-STAT-3 and the anti
STAT-1 polyclonal antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, USA). The mAli specific for phospho-705-STAT-3 and phospho-701-STAT-1,
the antibodies detecting total and phospho ERK1/2 were from Celi Signaling
Technology (Beveriy, MA, USA). Goat anti-mouse and anti-rabbit peroxidase
labelied immunogiobulins were from Biosource (MediCorp mc, Montreal, QC,
Canada).
Semi-quantitative RT-PCR
Total RNA was isolated using Trizo1Tl according to the manufacturer’s
instructions (Invitrogen, Invitrogen Canada Inc., Burlington, ON, Canada). RNA
quality ai-id quantity were determined by measuring absorbance at 260 nm and
280 nm and agarose gel electrophoresis analysis. First strand cDNA was
synthesized from 2 ig total RNA aliquots using random hexamers and
Superscript II Reverse transcriptase (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. Reverse transcriptase was omitted in negative controls. PCR and RT
PCR amplifications were performed using Taq polymerase (Qiagen Inc.,
Mississauga, ON, Canada) following the recommendations of manufacturer.
Reverse transcription products were subsequently ampiified by 35 cycle PCR
using primers for CLC (forward 5’-CCTGCAGTGCCAGCTCTCAATC-3’ and reverse
5’-AGCTGCTGGAGGCTGCATCfC-3’), for CLF (forward 5’-GCTGGCTCC-
TGCCTCTATGrFG-3’ and reverse 5’-GGTGGCTCCACTCACTCCAGAT-3’), for CNTF
(forward 5’-ATGGC’flTCACAGAGCATI’CAC-3’ and reverse 5’-TGGGATCCCA-
GTCTGATGAGAA-3’), for CNTFR (forward 5’-TGACCTGCTCAACGGCTCTC-3’ and
reverse 5’-AGGTGTCGCGG’fl’CCTCAGT-3’). 30 cycles amplifications were used for
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LIFR[3 (forward 5’-CCAGTCCATAAGGCATGGTr-3’ and reverse 5’-TCAGTACAAG-
AGCAGCGGAAT-3’), and gpl3O (forward 3’-ArTGACATGGACCAACCCAAGT-3’
and reverse 5’-GGTATGCC’ITFATGGA’fl’CAGG-3’), whereas 25 cycles were used
for actin (forward 5’-CC’VPCCTGGGCATGGAGTCCT-3’ and reverse 5’-GGAG-
CAATGATCTTGATCTT-3’). Amplified products were analyzed by 1% agarose gel
electrophoresis. The PCR products were purified and sequenced using an ABI
Prism 3100 Avant Genetic Analyser (PE Applied Biosystem, Streetsville, ON,
Canada).
Real-time RT-PCR analysis
cDNA samples from pooled normal tissues and organs (mammary gland,
adrenal gland, bone marrow, cerebellum, whole brain, heart, kidney, lung,
placenta, prostate, salivary gland, skeletal muscle, spleen, testis, thymus, thyroid
gland, trachea, uterus, colon w/mucosal lining and small intestine) were obtained
from Clontech (Clontech Laboratories Inc., Mountain View, CA, USA).
Tumoral mammary gland cDNA samples were obtained from seven patients with
breast cancer. Description of tumoral tissues were reported in Tablel. The
experimental protocol was approved by the PRSQ-Réseau Cancer research
committee. Tissues were obtained under protocols approved by the Canadian
Committee of Human Research. first strand cDNA was synthesized using random
hexamers and MMLV reverse transcriptase according to the manufacturer’s
instructions (Promega, Madison, WI, USA) and subsequently divided in 5 iL
aliquot before freezing. Three reference genes were selected (GAPDH, HPRT1 and
HSPCB) that belong to different functional classes to reduce the chance that the
genes miglit be co-regulated. The primers were designed using the Primer 3
software 38 (http: / / frodo . wi . mit.edu / cgi-bin / primer3 / primer3 www. cgi) and were
based on RNA and DNA sequences found in Genbank
(http: / /www.ncbi. nÏm .nih .gov / Genbank). RT-PCR amplification mixtures (15 .il)
contained 5 iL of 1/20 dilution factor of cDNA for gene analysis (1/100 for
housekeeping genes), iX SYBR Green PCR MasterMix buffer (Bio-Rad
Laboratories, Mississauga, ON, Canada), and 0.2 iM forward and reverse
primers. Primer sequences were designed and validated by the Q-PCR platform
(SCCAN, Université d’Angers, France) for GAPDH,, HPRT1, HSPCB,, CLC, CLF,
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CNTF and CNTFR. Primers are available upon request. Reactions were performed
and analyzed using an iCycler iQ (Bio-Rad Laboratories) calibrated for use wiffi
SYBR Green. The cycling conditions comprised a first 3 min polymerase
activation at 95°C and 50 cycles at 95°C for 15 sec, 55°C for 15 sec and 72°C for
15 sec with a single fluorescent measurement. Each assay was made in duplicate
wiffi a no-template control. All PCR efficiencies were above 88%. To measure
expression levels accurately, normalization by multiple housekeeping genes
instead of one was used 39. Three housekeeping genes, GAPDH, HPRT1 and
H$PCB were taken to normalized expression levels. The choice of three house
keeping gene leads to decrease phenotypic variations between samples.
Furthermore, these genes are expressed with different levels in samples. Fold
difference was calculated using the MCt method normaiized to 3 housekeeping
genes.
Generation of anti-CLC mAbs
CLC cDNA 19, 40 was arnplffied by PCR and re-cloned in the bacterial
expression vector pET24d (Novagen, VWR CANLAB, Mississaga, ON, Canada) in
frame with the vector six his tag (6HIS Tag). CLC was expressed in E. cou BL-2 1
and purified by immobïlized metal affinity chromatography as described
previously for CNTF 41• Monoclonal antibodies were produced in our laboratory
(Plateforme Anticorps monoclonaux, Genopôle Ouest, Angers, France).
Monoclonal antibodies directed against CLC were generated by immunizing Lewis
rat with mouse CLC. Sp2/0 celis were used as partner fusion. Used antibodies
were IgGi (Froger J et ai, unpublished resuits).
Ceil transfection and protein purification
pcDNA5-FRT vectors encoding CLC/CLF were stably transfected in HEK
293 Flp-In ceils (Invitrogen) using Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen). After
48h culture period, CLC/CLF transfected ceils were selected with 100 tg /ml of
hygromycine B until resistant clone apparition. CLC/CLF was subsequently
purified from culture supernatant by affinity chromatography using an anti-
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protein C affinity column (Roche Diagnostics, Lavai, QC, Canada). Protein purity
and concentration were determined by $DS-PAGE and silver staining.
Immunoprecfpitatfons and Western-Blot analysis
SK-N-GP, MCF-7 arid T98G celis were lysed in lysis buffer [10 mM TrisHCl
pH 7.6, 5 mM EDTA, 50 mM NaC1, 30 mM sodium pyrophosphate, 50 mM
sodium fluoride, 1 mM sodium orthovanadate, proteinase inhibitors (1 .tg/mL
pepstatin, 2 g/mL leupeptin, 5 ig/mL aprotinin and 1 mM
phenylmethanesulfonyl fluoride) and 1% NP4OÏ. Celi supernatants were then
immunoprecipitated overnight using a monoclonal anti-CNTFRa mAb (AN-563) at
10 1g/mL. Complexes were isolated using beads coupled to protein A (Amersham
Biosciences, Uppsla, Sweden) and subjected to Western blotting analysis using a
biotinylated anti-CNTFRu mAb (AN-E4) and polystreptavidin-peroxidase
(Sanquin, Amsterdam, Nederland).
Tyrosine phosphorylation analysis
After 24h serum starvation, MCF-7 celis were stimulated for 10 min with
the indicated cytokine. Celis were lysed in SDS sample buffer (62.5 mM Tris-HC1
pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 50 mM D’fl’, 0.1% Bromophenol Blue) and briefly
sonicated. Lysates were cleared from insoluble material by centrifugation (3 mm,
21000 g) and analyzed by Western blot using mAbs specific for phosphorylated
forms of STAT-3, STAT- 1 or MAPK before being incubated with the appropnate
secondary antibody labeled with peroxidase for 1h. Membranes were stripped
overniglit in 0.1 mM glycine-HC1 pH 2.8, and neutralized in 1 M Tris-HC1 pH 7.6,
before re-blotting with an antibody recognizing both activated and non-activated
proteins. Signais were detected by enhanced chemiluminescence.
Flow cytometry analysis
For the detection of binding to CNTFR, MCF-7 celis were successively
incubated for 30 min at 4°C with indicated biotinylated cytokines (10 ig/mL),
and signal was detected using an avidin-phycoerythrin-conjugated anti-mouse
antibody or an isotype control antibody. An irrelevant biotinylated cytokine was
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used as control. Fluorescence was subsequently analysed on a FACScalibur flow
cytometer (Beckton Dickinson, Mountain View, CA).
For CLC intracellular staining, ceils were fixed 20 min at room temperature in
formaldehyde 2% final. Mter washing, ceils were permeabilized 30 min at room
temperature in saponin 1% final (Sigma Aldrich Canada Ltd, Oakville, ON,
Canada). Primary antibodies (anti-CLC M12 or isotype control) were added during
30 min at RT in saponin 0,5% final with or not irrelevant (CNTF) and relevant
(CLC) cytokines at 10 tg/mL. After washing, celis were incubated with secondary
antibody (anti-rat APC) (BD biosciences, Mississauga, ON, Canada) during 30 min
at room temperature in saponin 0,5% final. The analysis was donc on a
FACScalibur ftow cytometer (Beckton Dickinson, Mountain View, CA).
Proliferation assays
MCF-7 ceils were seeded in 96-well plates at a concentration of 10 ceils
per well in RPMI 1640 medium containing 1 % fCS and incubated at 37°C for 36
hours with cytokines. Serial dilutions of cytokines tested were performed in
triplicate. Ceils were pulsed with [3H] Thymidine (0.5 tCi per well) for 4h and the
incorporated radioactivity determined as described 42•
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RESULTS
Human hreast cancer cett unes express mRNA for CNTFR chains and tigands
Previous studies reported that human breast cancer ceils express the
mRNA coding for the three subunits of CNTFR 11• We examined whether breast
cancer ceil unes couid express simultaneously the mRNA coding for CNTFR and
its ligands. Five human breast cancer ceil unes (MDA-MB231, MDA-MB435,
MDA-MB453, MDA-M3468 and MCF-7) and one immortalized breast ccli une
(MCF1Oa) were studied. Breast cancer ccli unes can be cÏassified according to the
expression of estrogen receptor (ER) 43, vimentin and E-cadhenn Loss of
estrogen dependence, of the breast tumour suppressor E-cadherin (E-Cad) and
gain of vimentin (Vim) expression is correlated with increased tumour
invasiveness . The characteristics of the breast cancer ceil unes studied were:
MCF-7 (ER, ECad, Vimj, MDA-MB468 (ER, E-Cad, Vim-), MDA-MB453 (ER-,
E-Cad, Vim), MDA-M3435 (ER, E-Cad, Vimj and MDA-MB231 (ER, E-Cad,
Vimj 48-50
Semi-quanfitative RT-PCR analysis indicated that gp 130 and LIfR[3 mRNA were
expressed in ail breast ccli unes tested (Figure la), confirming a first report 11
Resuits on the expression of the mRNA coding for CNTFRa analysed by
semiquantitative (figure la) or quantitative (Figure lb) RT-PCR were also in une
wiffi those reported by the group of Douglas 11, with the highest ievel of
expression in the ER ceils, iess invasive breast cancer ccli une MCf-7 and the
lowest expression in the most invasive, ER- ccii unes (Figure lb). Interestingly,
CNTFRa mRNA was also detected, but to a iesser ievel in a transformed breast
ccli une MCF-lOa (Figure la and b).
We next analyzed the expression of the mRNA coding for the two CNTFR uigands,
CNTf and the composite cytokine CLC/CLf (Figure la and b). CLC and CNTF
mRNA were detected by semi-quantitative RT-PCR in ail ccli limes examined
(Figure la). The ievel of CLC and CNTF could be measured by quantitative RT
PCR in ail studied breast cancer ccii limes (Figure lb). The highest CLC and CNTF
mRNA levels were observed in MDA-MB-235, one of the ccli unes examined
expressing the most invasive phenotype tER-, E-Cad-, Vimj. Unlike CLC and
CNTF, the expression of CLf mRNA was inverseiy proportional with the
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invasiveness of celis in the six ccli unes examined 4850, with the highest level
being detected in MCF-7 celis (ER, E-Cad, Vim-) with the lowest degree of
invasion potential (Figure la and b).
Real Time PCR anatysis of CLC, CLF, CNTf and CNTFR mRNA levets in human
tissue and breast cancer biopsies.
These observations indicate that the mRNA coding for CNTFR and its
ligands cari be co-expressed in breast cancer celi unes. We next determined
whether mRNA coding for CNTFR ligands could also be detected in breast tumour
samples. Normal breast tissues and RNA from breast tumours were studied for
CNTF receptor and CNTFR ligands expression. Breast tumour RNA aliquots were
provided by the FRSQ-network cancer collection. This RNA was isolated from
microdissected tumour tissues sampies and therefore the amount of RNA was too
low for direct quantification of the total RNA concentration. As the aliquots of
RNA made us available by the FRSQ—network cancer collection for the present
study were limiting, we used only real-time PCR to assess expression, with a
normalization factor based on three commoniy used housekeeping genes
(GAPDH, HPRT1, and HSPCB). Selected genes belong to different functional
classes, which significantly reduces the chance that genes might be co-reguiated
39. The expression level of these three internai control genes was determined in ail
samples. Expression of CNTFRa mRNA was detected in 5 out of 7 primary breast
cancer samples (Figure 2). Expression of CLC mRNA was ubiquitous in cÏinical
tumour samples tested (Figure 2). Similarly, CLF expression was widely
distributed among the samples and 4 out 7 lcd to a detected CLF transcript
(Figure 2). As observed in breast cancer ccli unes (Figure 2), CLF mRNA had a
more restricted expression pattern, being detectable in only 4/7 tumours (Figure
2). In contrast, we could succeed in detecting CNTF transcript, strongly
suggesting an absence of the corresponding protein in tumour breast samples.
The level of CNTF was below detection limit with the amount of cDNA available for
the measurement (data not shown).
As CLC mRNA was not only detected in breast cancer ccli unes but also in the
transformed breast ceil une MCF-lOa, we assessed expression of CLC, CLF and
CNTfR mRNA in human mammary gland using human cDNA obtained from
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Clontech (see material and methods). This analysis indicated that CLC, CLF and
CNTFRa mRNA where markedly expressed in mammary gland in compafison with
other human organs (Figure 3). Expression of CNTF mRNA was very low in ail
tissues examined, including mammary gland (data not shown). These resuits
suggests that expression of the mRNA coding for CNTfR and its secreted ligand
CLC/CLF in breast cancer is not linked to tumorigenesis but rather reftects a
property of normal mammary gland.
Vie breast cancer ceti une MCf-7 expresses intracellutar CLCprotein
To investigate if expressed CLC mRNA in breast cancer is translated in the
corresponding protein, we used the MCF-7 ceil une as model. We focused our
study on CLC as CLF is required only for CLC secretion and as CLC can
alternatively be secreted as a complex with CNTFRa 30• CLC mRNA can be
detected in MCF-7 (Figure 1). To show expression of CLC at the protein level, we
generated specific monoclonal Abs (see material and methods). Using the human
kidney celi une HEK-293 derivative 293F1pTNl stably transfected with human CLC
cDNA, we showed that one of these mAbs (M 12) can be used to detect CLC by
intracellular staining and flow cytometry (Figure 4a). As expected, no signal was
observed in untransfected HEK-293 (Figure 4a). Intracellular staining and flow
cytometry was used to assess CLC protein expression in MCF-7. When secretion
was prevented by treatment with brefeldin A and cells were permeabilized, fixed
and stained with mAb M12, a fluorescence signal was detectable by flow
cytometry (Figure 4b). It could be decreased by competition with recombinant
CLC but was unaffected by the presence of recombinant CNTF (Figure 4c). This
indicates that the fluorescence signal observed in MCF-7 incubated wiffi mAb
M12 was specffic for CLC (Figure 4).
Vie breast cancer cet! une MCF-7 expresses afirnctionat CNTFR
To investigate the functional activity of the tripartite CNTFR, we used again
MCF-7 as it expressed the highest level of CNTFRa mRNA among the breast
cancer ceil une tested (Figure 1). Low level of LIFR ( 100 receptors per cell),
formed by two CNTFR signalling subunits LIFR3 and gpl3O, has been reported at
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the surface of this celi une 11• Using immunoprecipitation and Western blot
analysis, we could also detect CNTFRŒ, albeit at a much lower level than in the
human SK-N-GP neuroblastoma ceil une used as positive control (Figure 5). The
CNTFRu negative T98G giioblastoma ccli une was included as negative control.
Whereas expression of CNTFRŒ can be detected by flow cytometry in SK-N-OP
19,
it was below detection limit by this method in MCF-7 ceils (data flot shown).
In order to evaluate the capacity of CNTfR to trigger a signal in MCf-7 celis, we
investigated the effect of receptor activation on proliferation and on activation of
the downstream JAK/ STAT signalling pathway. Treatment of MCF-7 with human
recombinant CNTF modulated celi une proliferation in a dose-dependant manner
(Figure 5b). No effect was detected when the celis were incubated with similar
doses of IL-4, used as negative control.
We next studied the induction of STAT-3, STAT-1 and MAPK tyrosine
phosphorylation, two signalling pathways recruited by CNTFR 51• Increase in
STAT-3, STAT-1 and MAPK phosphorylation couid be detected in response to
activation of MCF-7 by CNTF or by the composite cytokine CLC/CLF and this
response was dose dependant (Figure 6a). To show that the signalling response
was specific we used a blocking mAb, AN-144 directed against one of the
tripartite CNTFR signalling subunit, gpl3O 52• Cytokine-induced up-regulation of
STAT- 1 and STAT-3 phosphorylation could be completely prevented by the
inclusion of the anti-gp 130 mAb during ccli stimulation by the cytokines (Figure
6h). LIF and single chain IL-6-IL-6Ru fusion [capable of triggenng signalling
through gp 130 homodimers 9j were included as positive controls for these
experiments (Figure 6).
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DISCUSSION
Binding and functional responses to LIF and OSM were directiy
demonstrated in breast cancer ccli une 11, As the two chains of LIFR and OSMR
represent the transducing compartment of CNTFR 14-16 and expression of the
mRNA coding for CNTFR third chain, we examined if breast cancer ccli unes and
breast cancer biopsies could express simultaneously CNTFR and its ligands. We
detected the mRNA coding for the ffiree suhunit of CNTFR (CNTFRa, gpl3O and
LIfR) in the majority of the breast cancer ccii unes tested. When our study was
extended to tumor samples, we detected expression of CNTFRa mRNA in five out
of seven breast cancer tumors, confirming CNTFR expression in breast cancer
We did not assess the expression of gpl3O and LIFRr3, as sucli expression had
been demonstrated previously in breast cancer biopsies 11 and the amounts of
tumor RNA accessible for our quantifications were veiy limiting. This prompted
us to evaiuate expression of the receptor ligands, CNTF and CLC. Interestingly,
CLC mRNA was expressed by most breast cancer ccli unes and ail tumour
sampies examined. Using MCF-7 as model, we couid detect CLC protein
expression using intraceilular cytokine staining with a specffic anti-CLC mAb and
flow cytometry.
CLC is secreted as a composite cytokine with the soiuble cytokine receptor
CLF I9 Expression of the CLF mRNA was more restricted than CLC in ccii unes
and tumour biopsies. However, formation of a compiex with CLF might be
dispensable for CLC autocrine activity in ceils expressing CNTFRn: CLC can form
an alternative compiex with CNTFRŒ which binds and activates LIFR 30. Such
compiex couid activate breast cancer ceiis in an autocrine manner. Alternativeiy,
the CLC/CNTFRŒ compiex might even be released through CNTFRa GPI anchor
cleavage by phosphoiipases to act in a paracrine manner 30, 53
We ffierefore examined if CNTFR expressed by breast cancer celis is
functional using the MCF-7 ccli une as model. The presence of the CNTFRŒ chain
could be detected by Western blot analysis. This, together with previous reports
demonstrating that MCF-7 possess functional LIFR (gpl3O and LIFR3) 11,
indicated that this breast cancer ccli une expressed the three chains of the
CNTFR. We then showed that CNTFR was functional: incubation of MCF-7 wiffi
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any of the two CNTfR ligands, CNTF or CLC/CLF induced a marked proliferation
and potent activation of STAT- 1, STAT-3 and of the MAPK pathway. This
signalling could be blocked using an anti-gp 130 mAb, indicating tliat it was
specific.
Our observation tliat breast cancer celis can express both CLC and
funcfional CNTFR show that this cytokine lias, like other members of the IL-6
family, a potential role as an autocrine growth factor in breast tumorigenesis.
Expression of the mRNA coding for the IL-6 family receptor signalling subunits
gpI3O, LIFRf3 and non-signalling subunits 1L-6RŒ, iL-1 1RŒ and CNTFRa in breast
cancer celi unes and biopsies was reported previously 12. In this family of
cytokines, strong evidences for a role of IL-6 in breast cancer have been
accumulated. IL-6 lias been sliown to be produced by breast cancer celis 12, 54, 55
and to be increased in serum from patients with metastatic breast cancer 5659•
Presence of high levels of serum IL-6 was correlated with sliorter survival of
patients furthermore, it lias been proposed that polymorphism in the IL-6
gene miglit be associated witli a higher breast cancer risk 60, 61, a finding whicli is
however controversial 62• STAT- 1 and STAT-3 constitutive activation is frequent in
breast cancer 5, 6 and these two transcription factors represent signalling
transducer for tlie IL-6 family receptors .
We detected mRNA coding for botli cytokines and receptors in normal
breast tissue and expression seems to be lost in some of the most invasive breast
cancer celi une. Expression of the two signalling cliains of CNTFR in normal
breast was reported previously 63• Altogetlier, these observations suggest that
CLC-CNTFR potential autocrine loop might be lost during tumour evolution
toward hormone and growtli factor independence. In une witli this hypothesis, it
lias been suggested that CNTFR and ER miglit be co-regulated 11• In sucli case,
the potential of CNTFR signalling inhibition as adjuvant therapy for breast cancer
miglit be restricted to the initial hormone and growtli factor dependent phase of
tumour development. In this regard, CLC wouÏd differ from IL-6 whicli has been
reported to be expressed by multidrug resistant breast cancer celis. Whereas our
knowledge on tlie functions of CLC remains fragmentary, patients with mutations
inactivating CLC binding site I (involved in CNTfR binding) or CLF have skeletal
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abnormalities, sensorimotor neuropathy and alteration in nociception and
thermoception CLC produced by breast tumour might therefore have
exocrine effects and contribute to caricer-linked bone destruction and pain
disorders. Studies in rodent indicate that CLC, like CNTF induce weight loss 40
and could play a role in cancer anorexia-cachexia syndrome, together with other
cytokines such as IL-6 64• In mice, CLC has been shown to play a role in control
of circadian control of mammalian locomotor activity 65• CLC produced by
tumours could thus be a factor in the circadian-system alteration observed in
breast cancer affected patients 66, 67•
The initial growth of breast cancer celis is likely regulated by a balance
between steroidal hormones, members of the EGF, FOf and IGF families, and
cytokines such as IL-6 and CLC/CLF. The parallel expression of ligands and
receptor for these cytokines raises the possibility that these molecules play a role
in normal and malignant breast ceil biology and offers new treatments
opportunities 68•
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Analysis of CNTFR iigands and receptor chain mRNA expression in
breast cancer ccli unes.
Total RNA isolated from the ER negative breast cancer ccli unes MB-MDA-231,
MB-MDA-435, MB-MDA-453, MB-MDA-468, the ER positive breast cancer ccli
unes MCF-7 and the breast epithelial ceil une MCf-lOa was analysed for the
expression of the indicated mRNA by semi-quantitative (panel ai) or quantitative
(panels b!) RT-PCR. For semi-quantitative RT-PCR, control samples, in which
reverse transcriptase was omitted from the initial cDNA synthesis reaction, were
included (lanes RT-). For the quantitative real-time RT-PCR, resuits were
normalized to three housekeeping genes (GAPDH, HPRT1 and HSPCB) and are
representative of two experiments. Relative quantities are indicated with arbitrary
units (AU).
Figure 2. Analysis of CLC, CLF and CNTFRŒ mRNA expression in breast
cancer biopsies by real-time RT-PCR.
P127, P122, P121, P111, P110, P53 and P46 indicate breast tumour samples
obtained from different patients. Results were normalized as indicated in Figure 1
and are representative of two experiments. Error bars were indicated were
calculated as mean ± s.e. mean (n=2).
Figure 3. Anaiysis of CLC, CLF and CNTFRŒ mRNA expression in human
organ and tissue sampies by reai-time RT-PCR.
Commercial cDNA were used to compare CLC, CLF and CNTFRŒ mRNA levels in
mammary gland with the indicated organs and tissues. Resuits were normalized
as indicated in Figure 1 and are representative of two experiments.
Figure 4. CLC can be detected by flow cytometry in permeabilized MCF-7
using anti-CLC mAb M12.
a/ HEK 293 Flp-InTM stably transfected with a pCDNA5 bicistronic derivative
coding for CLC, CLC/CLF or with empty vector were fixed, permeabilized and
-
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successively incubated with the anti-CLC mAb M12 or isotype control and
phycoeîythrin-conjugated anti-rat Ah.
bi MCF-7 celis were fixed, permeabilized and successively incubated with the
anti-CLC mAb M12 and phycoerythrin-conjugated anti-rat Ab.
ci MCF-7 celis were fixed, permeabilized and successively incubated with the
anti-CLC mAb M 12 in the presence or absence of the indicated cytokines. The
mAb was revealed using phycoeryffirin-conjugated anti-rat Ah.
Figure 5. CNTFR expressed by MCF-7 celis is functional.
a/ Analysis of CNTFRa expression by Western blot. Lysates from the MCF-7 ceil
une, the glioblastoma T98G (used as CNTFRu negative control) and the
neuroblastoma SK-N-GP (used as CNTfRa positive control) were subjected to
immunoprecipitation with anti-CNTFRŒ mAb (AN- 56B). The immunoprecipitated
fractions were analysed by Western blot using the biotinylated anti-CNTFRa mAb
AN-E4.
b/ CNTF induces the proliferation of MCF-7 ceils. MCF-7 ceils were incubated in
the presence of the indicated cytokines. After 72h, a [3HJ-thymidine pulse was
performed and the amount of incorporated radioactivity measured with a 3-
counter. Proliferation measurements were performed in triplicate. The figure is
representative of three independent experiments. Error bars represent the SEM.
Figure 6. CNTF and CLC/CLF activate the JAK-STAT signalling pathway in
MCF-7 ceils.
a/ CNTF and CLC induced STAT3 and MAPK phosphorylation in a dose
dependant mariner. The MCF-7 ccli une was incubated for 10 min in the presence
of indicated concentrations of CNTf, CLC/CLF or without cytokine. After ccli lysis
in 1% NP-40, tyrosine phosphorylation of STAT-3 (panel P-STAT3), MAPK p14 and
p42 (panel MAPK-P) was analysed by Western blotting using the appropriate anti
phosphotyrosine Abs. After stripping, the membrane was re-stained using an
anti-STAT-3 or an anti-MAPK polyclonal Ab (panels STAT3 and MAPK).
b! Inhibition of STAT-3 and STAT- 1 phosphorylation by neutralizing gp 130. The
MCF-7 celi une was incubated for 10 min in the presence of 50 ng/ml of CNTF,
- 86 -
LIF, or IL-6/ soluble IL-6Ra complex or without cytokine. After celi lysis in 1%
NP-40, tyrosine phosphorylation of STAT-3 (panel P-STAT3) and STAT1 (panel P
STAT1) was analysed by Western blot using the appropriate anti-phosphotyrosine
Abs. After stripping, the membranes were re-stained using an anti-STAT-3 or an
anti-STAT-1 polyclonal Abs (panels STAT3 and STAT1).
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TABLES
Table 1. Characterfstics of clinical breast tissue samples
Her-2/neu Nb of TumorPatients ER/PR Status Age GradeStatus pregnancies size (cm)
127 weak/neg Neg 0 69 3 3
122 weak/neg Pos 1 43 2 3
121 neg/neg Neg 2 36 2 3
111 pos/pos Na 4 69 1.5 3
110 weak/pos Neg 0 65 3 2
53 pos/pos Neg 0 91 3 2
46 pos/pos Na 1 52 1.5 1
ER/PR: Estrogen receptor/Progesterone receptor; neg: negative; pos:positive; na:
unknown;
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Figure 3
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Chapitre 5. Génération de souris transgéniques
Dans un souci de compréhension, cette partie sera présentée de façon non
conventionnelle. La technologie employée étant complexe, nous avons fait le choix
de ne pas séparer la partie « matériel et méthodes » de la partie « résultats ».
I. Généralités
Avec l’augmentation du nombre de gènes identifiés lors du décryptage du
génome, il est devenu impératif que des méthodes efficaces pour analyser la
fonction des gènes, soient développées. Leurs rôles sont bien souvent inconnus et
une des approches pour les étudier consiste à perturber la fonction des gènes
dans l’animal soit en inactivant le gène, soit en le mutant. De nombreuses
méthodes ont été développées mais, dans tous les cas, la modification doit être
effectuée au départ dans des cellules types pouvant donner naissance à des
cellules germinales fonctionnelles, spermatozoïdes ou ovocytes. Les cellules les
plus fréquemment utilisées à ce jour sont les cellules souches embryonnaires
(embryonic stem cells/cellules souches embryonnaires/ES) pour leur capacité à
produire des recombinaisons homologues à haute fréquence, la facilité de leur
utilisation en culture in vitro et la possibilité de passer d’une culture in vitro au
développement embryonnaire in vivo après incorporation dans un hôte (Joyner,
2001).
A. Knock-Out « conventionnel »
Les études de fonction in vivo d’un gène sont délicates. Le ciblage des
gènes dans les cellules souches offre une approche puissante pour étudier la
fonction des gènes dans les organismes mammifères. L’étude d’une protéine
passe en général par la génération d’une souris Knock-In dans le but d’établir son
profil d’expression. Il est devenu possible d’effectuer n’importe quelle mutation
dans la lignée germinale de souris en utilisant la recombinaison homologue dans
les cellules souches embryonnaires. Pendant 10 ans, la plupart des mutations
étaient relativement simples à mettre en oeuvre puisque il s’agissait de créer des
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mutations nulles (Knock-Out) fournissant ainsi un aperçu de la fonction d’un
gène. La recombinaison homologue est utilisée pour altérer spécifiquement un
gène endogène. Quand elle est combinée à un site spécifique de recombinaison,
un large éventail de mutations peut être produit. Les lignées de cellules souches
embryonnaires sont remarquables: après avoir été établies à partir d’un
blastocyste, elles peuvent être cultivées et manipulées relativement facilement in
vitro et elles peuvent encore conserver leur totipotence quand elles sont
réimplantées dans un nouvel embryon (Joyner, 2001).
La technique du Knock-Out permet de désorganiser un gène cible
endogène dans la lignée germinale de souris par insertion d’un marqueur
pouvant être sélectionné (Capecchi, 1989). La majorité des 1000 souris Knock
Out existantes ont été produites suivant ce modèle. Beaucoup de ces souches ont
donné des informations intéressantes sur la fonction biologique des gènes étudiés
(Mak, 1998). Mais ces souris Knock-Out « conventionnelles » sont en général
homozygotes pour un allèle nul dans la liguée germinale, elles fournissent donc
des modèles appropriés pour les maladies non héréditaires, et mènent dans 30%
des cas à une létalité embryonnaire ou post natale précoce (Kflhn and Schwenk,
2001). En dehors de cette application, ces souris Knock-Out ne représentent pas
nécessairement la meilleure approche technique pour étudier les autres aspects
de la fonction des gènes in vivo, en particulier chez la souris adulte. C’est
pourquoi, des stratégies de Knock-Out conditionnels ont été développées
(Rajewsky et ai, 1996) pour permettre d’inactiver un gène cible dans un organe,
un type cellulaire ou un stade de développement précis (Gu et ai, 1994).
B. Stratégie Knock-In
Une variante très intéressante des vecteurs de ciblage pour l’obtention de
mutations nulles résulte de l’introduction, en phase avec la séquence codante du
gène ciblé, d’un ADNc d’intérêt. Une fois la recombinaison homologue effectuée
dans le gène cible choisi, l’allèle modifié exprime l’ADNc inséré en lieu et place du
gène endogène. Le choix de Ï’ADNc dépend évidemment du but recherché. Il peut
s’agir par exemple de la séquence codante d’un gène rapporteur comme la GFP ou
la 3-galactosidase dont l’activité est aisément repérable, y compris à l’échelle
cellulaire (Berger et aÏ, 1994; Weiss et ai, 1999). Ainsi l’expression de la 3-
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galactosidase mime-t-elle l’expression du gène ciblé, ce qui est très précieux pour
la détermination de son profil d’expression, mais peut également être utile pour
suivre le destin des cellules exprimant normalement le gène cible dans le contexte
d’ùn animal porteur de la mutation à l’état homozygote. Une autre utilisation de
la stratégie Knock-In particulièrement intéressante concerne le cas de gènes
appartenant à une famille multigénique ayant un profil d’expression différent et
dont l’inactivation respective entraîne des phénotypes contrastés. Le but d’une
stratégie d’inactivation Knock-In est de placer un gène d’intérêt sous le contrôle
transcriptionnel (du promoteur) du gène endogène. Les Knock-In permettent donc
une étude simultanée de la fonction et de l’expression du gène d’intérêt.
C. Knock-Out ou Knock-In conditionnels
Cependant, ces situations dans lesquelles les souris mutantes portent la
mutation dans toutes leurs cellules, ont aussi leurs limites notamment pour deux
types de raisons. Dans le cas où la mutation entraîne à l’état homozygote une
létalité embryonnaire, il devient impossible d’étudier la fonction éventuelle du
gène, au-delà du moment où les embryons meurent et donc pendant toute la vie
adulte. Un gène peut avoir un profil d’expression très large et son invalidation
entraîne un phénotype complexe qui affecte de multiples tissus. Il serait alors
utile, pour simplifier l’analyse, de créer des souris porteuses de la mutation
seulement dans l’un ou l’autre de ces tissus. C’est ainsi que les stratégies
d’inactivation conditionnelle ont été développées. L’inactivation du gène cible
dans un mutant conditionnel est obtenue grâce à l’expression d’une recombinase
reconnaissant un site spécifique sur l’ADN (Cre ou FLP) en conjonction avec
l’introduction de deux séquences de recombinaison spécifique de la recombinase
(sites LoxP ou FRT) dans les régions non codantes du gène cible (Kihn and
$chwenk, 2001). Ces sites sont habituellement placés dans la même orientation
de sorte que la recombinaison conduise à la délétion de l’exon flanqué de ces
séquences et donc à l’inactivation du gène (Kflhn and Schwenk, 2001). La
génération d’un allèle conditionnel pour un gène endogène a été décrite pour la
première fois en 1994 pour le gène de l’ADN polymérase f3, dans lequel une région
de 1,5 kb contenant le promoteur et le premier exon avait été flanquée des sites
LoxP (Gu et ai, 1994). Les principaux objectifs dans la conception d’un vecteur
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conditionnel basé sur le système Cre-LoxP, sont que l’expression du gène cible ne
doit pas être perturbée par la présence des sites LoxP, mais doit être inactivée
quand la Cre recombinase entre en jeu. Cette méthode requiert la génération de
deux souches de souris transgéniques une souche présentant un gène flanqué
des sites LoxP ou FRT dans les cellules souches et une seconde souche de souris
exprimant de façon constitutive ou de façon inductible la Cre ou la FLP
recombinase dans un ou plusieurs organes (Kflhn and Schwenk, 2001). Le
mutant conditionnel sera généré en croisant ces deux souches de telle sorte que
l’inactivation du gène cible se fera d’une manière spatio-temporelle, suivant le
profil d’expression de la recombinase dans la souche transgénique. Comme l’allèle
homozygote flanqué des séquences LoxP ou FRT doit être combiné avec un
transgène hétérozygote codant pour la recombinase, il faut souvent une
génération supplémentaire pour obtenir un nombre raisonnable de mutants
conditionnels. La souche contenant les LoxP peut aussi être convertie en un
mutant nul pour l’allèle donné par un simple croisement avec une souche
délétère exprimant la Cre recombinase dans les cellules germinales ou dans
l’embryon précoce (Kflhn and Schwenk, 2001).
Les mutants conditionnels sont utilisés pour répondre à différents problèmes qui
ne pouvaient pas être résolus avec les Knock-Out classiques, qui mènent souvent
à la mort embryonnaire ou néonatale des souris. Il n’y a pas de règle pour décider
s’il est plus judicieux de choisir un Knock-Out classique ou un Knock-Out
conditionnel pour une expérimentation précise, tout dépend de la question
biologique et des connaissances et du contexte sur le gène ciblé. En revanche, le
choix d’un Knock-Out conditionnel laisse toutes les possibilités d’analyses
puisqu’il offre une grande flexibilité par rapport à l’approche traditionnelle sans
pour autant impliquer d’efforts supplémentaires. Si le principal objectif du projet
concerne le rôle de différents types cellulaires dans un processus physiologique,
l’utilisation d’une souche non inductible exprimant la Cre recombinase dans un
type cellulaire spécifique est le choix le plus judicieux puisqu’une collection de
souches tissus spécifiques est déjà disponible. Dans le choix de la souche
transgénique exprimant la Cre recombinase pour une expérimentation
particulière, il est important d’avoir connaissance du stade de développement
dans lequel la lignée choisie commence à inactiver la cible, car beaucoup de
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régions promotrices utilisées pour l’expression de la Cre sont actives avant la
naissance (Kiihn and Schwenk, 2001).
Le ciblage inductible d’un gène permet spécialement d’analyser la fonction du
gène chez l’adulte, puisqu’il mène à l’inactivation du gène chez les animaux qui
peuvent ainsi avoir un développement embryonnaire normal. De plus, il permet
également une investigation des effets de l’inactivation après le déclenchement
d’une maladie chronique ou aigué. Cet aspect présente un intérêt important dans
la validation de gènes pour le développement de drogues pharmaceutiques,
puisque le gène peut être inactivé dans un contexte de maladie complètement
développée. L’inactivation conditionnelle pourra fournir des informations sur la
fonction biologique de la protéine étudiée dans les tissus adultes.
Un des avantages d’un Knock-In conditionnel est que, comme l’induction de la
modification se fait à un stade de développement donné, le produit du gène
sauvage a déjà été produit et l’organisme n’a pas l’opportunité de s’adapter à
l’altération génétique. Les réponses compensatoires qui peuvent fausser
l’interprétation des mutations sont éliminées, fournissant ainsi une relation plus
précise entre le génotype et le phénotype (Joyner, 2001).
D. Les systèmes de recombinaison
La Cre recombinase est une enzyme issue du phage Pi qui reconnaît et
entraîne la recombinaison entre deux séquences de 34 pb appelées sites LoxP
(Kilby et ai, 1993). Comme la Cre recombinase ne requiert aucun cofacteur ou
protéines accessoires pour activer la recombinaison et a une activité optimale à
37°C, le système Cre/LoxP est largement utilisé comme système de
recombinaison pour le génie génétique dans les cellules souches embryonnaires
et les souris (Kilby et aÏ, 1993). Un site LoxP est composé de deux répétitions
inversées de 13 pb séparés par une séquence asymétrique de $ ph qui détermine
l’orientation du site LoxP (Hoess et ai, 1982; Abremski et aÏ, 1983). La
recombinaison produite par la Cre recombinase entre deux sites LoxP résulte en
un échange réciproque des brins d’ADN entre ces sites (Abremski et aÏ, 1983).
Selon l’orientation et la localisation des deux séquences, différents produits sont
générés. Quand deux sites LoxP sont placés dans la même orientation sur une
molécule d’ADN linéaire, la recombinaison résulte en une excision du fragment
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d’ADN flanqué des séquences LoxP laissant un seul de ces sites sur les deux
produits générés. Quand les deux sites LoxP sont placés sur la même molécule
avec une orientation opposée, la recombinaison permet une inversion de la
séquence flanquée des sites LoxP (Abremski et ai, 1983). La relation exacte entre
le nombre de molécules Cre dans une cellule et l’efficacité de délétion d’un
fragment flanqué des sites LoxP n’a pas été établie. L’étendue de la recombinaison
avec la Cre peut être amenée à diminuer quand la distance entre deux sites LoxP
augmente, et il semble également qu’elle dépende de la position chromosomique
du gêne cible (Baubonis and Sauer, 1993).
Bien qu’il existe d’autres systèmes de recombinaison à des sites spécifiques, peu
d’efforts ont été faits pour les utiliser dans des cellules de mammifères. Leur
valeur pratique reste peu claire, et leur efficacité n’a pas été complètement
comparée avec le système Cre/LoxP (Kolot et ai, 1999; Groth et ai, 2000;
Schwikardi and Droge, 2000). Seule la recombinase FLP, qui dérive de la levure,
est fréquemment employée. Sa température optimale est de 30°C et elle est très
instable à 37°C (Buchholz et ai, 1998). L’affinité de la FLP pour son site FRT est
plus faible que celle de la Cre pour les sites LoxP (Ringrose et ai, 1998). Un
mutant de la FLP a été généré, la FLPe, dont la thermo stabilité et l’activité à 37°C
est améliorée (Buchholz et ai, 1998).
Pour générer un Knock-Out ou un Knock-In conditionnel, la stratégie que nous
avons choisie est de combiner la recombinaison Cre/loxP pour l’inactivation
conditionnelle du gène cible et le système FLP/fRT pour enlever le gène de
sélection du génome des cellules souches embryonnaires (Meyers et ai, 1998). Les
deux étapes de recombinaison peuvent se faire soit dans les cellules souches par
une expression transitoire de la recombinase, soit in vivo en utilisant des souches
de souris Cre ou FLP délétères.
E. Différentes étapes pour générer une souris transgénique
La méthode la plus courante pour générer une souris Knock-Out ou
Knock-In consiste à cloner un marqueur de sélection dans la séquence codante
du gène étudié (Joyner, 2001). La première étape est de construire un vecteur
cible comportant toutes les fonctionnalités nécessaires à la stratégie adoptée
(Tableau 1). Avant toute insertion dans le génome, l’intégrité du vecteur doit être
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vérifiée avec précision de façon à ne pas introduire de mutations non désirées
dans le gène endogène. Le vecteur est ensuite linéarisé à l’aide d’enzymes de
restriction, et il est introduit par électroporation dans les cellules souches
embryonnaires où aura lieu l’évènement de recombinaison homologue (Joyner,
2001)(Tableau 1). Le vecteur cible est introduit dans les cellules souches
embryonnaires par recombinaison homologue entre les bras d’homologie et sera
transmis à travers la lignée germinale des souris chimériques (Joyner, 2001). Les
recombinaisons homologues sont rares. La sélection des clones de cellules
souches embryonnaires recombinants se fait grâce au gène de résistance
introduit dans la cassette de recombinaison en cultivant ces cellules avec
l’antibiotique associé (dans notre cas, résistance à la néomycine, sélection avec la
généticine)(Tableau 1). Après sélection, la vérification de l’insertion correcte de la
cassette de recombinaison se fait par PCR, Southern Blot. Les clones positifs sont
également vérifiés par un caryotypage pour augmenter la probabilité d’un passage
du Knock-In dans la lignée germinale. L’élimination du gène de sélection peut
être réalisée in t’itro par électroporation dans les clones de cellules souches
embryonnaires sélectionnés d’un plasmide codant pour la recombinase fLP. Une
vérification supplémentaire de l’intégrité du génome devra être réalisée comme
précédemment par PCI?, Southern Blot et caryotypage. Les clones positifs ainsi
sélectionnés sont ensuite injectés dans les blastocystes qui sont réimplantés dans
des souris pseudo gestantes (Joyner, 2001). La génération de souris issue de
cette injection permet l’obtention de chimères (Joyner, 2001). Ces souris
chimériques sont alors croisées avec des souris sauvages de même fond génétique
que le blastocyste pour obtenir une transmission germinale et ainsi obtenir une
souris hétérozygote pour le transgène (Tableau 1). La probabilité d’obtenir des
souris hétérozygotes dépend du taux de colonisation des gamètes par les cellules
souches embryonnaires (Joyner, 2001). La dernière étape consiste à croiser les
souris hétérozygotes avec des souris Cre spécifiques pour obtenir une souris
nulle dans un tissu spécifique ou dans tout l’organisme. L’analyse du phénotype
peut alors commencer (Tableau 1).
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ÉTAPES Nb de
semaines
1 Clonage et caractérisation du gène d’intérêt variable
2 Construction du vecteur cible 16
3 Vérification de l’intégrité du vecteur 6
4 Transfection des cellules ES et recombinaison homologue 12
5 Transfection des cellules ES pour éliminer le gène de résistance 8
6 Injection de clones dans les blastocystes et obtention des 12
chimères
7 Obtention de la transmission germinale 6 à 20
8 Élevage des souris hétérozygotes et homozygotes 22
9 Analyse du phénotype Illimité
Tableau 1 Principales étapes pour générer une souris transgénique
II. CHOIX DES CIBLES
Comme nous l’avons décrit précédemment, l’inactivation du gène codant
pour le CNTFRŒ chez la souris conduit à un phénotype très sévère conduisant à
la mort périnatale des animaux (DeChiara et aÏ, 1995). L’analyse du phénotype de
souris inactivées pour le gène du CNTF démontre que ces animaux sont viables et
ne présentent qu’une dégénérescence de certaines populations de motoneurones,
ce qui entraîne une légère diminution de leurs forces musculaires (Masu et ai,
1993; Guillet et ai, 1999). De plus, une mutation homozygote inactivant le gène
du CNTF a été identifiée dans 2,3 % de la population humaine sans troubles
neurologiques particuliers (Takahashi et ai, 1994). La grande différence entre le
phénotype silencieux des souris CNTF-/- et la gravité de celui des souris CNTFR/
(DeChiara et ai, 1995) suggère que les autres ligands du récepteur au CNTF, qui
sont le complexe CLC/CLF et la neuropoiétine, jouent un rôle important dans le
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développement. L’importance de la fonction du complexe CLC/CLF est également
indiquée par le phénotype des patients CISS (Knappskog et ai, 2003; Rousseau et
aÏ, 2006). A ce jour, il n’existe pas de modèles de souris dans lesquels les gènes
de CLC ou de la neuropoiétine ont été inactivés. De plus, peu de données
concernant ces deux protéines sont disponibles et il est donc nécessaire de
produire ces souris pour pouvoir analyser leur profil d’expression et leur fonction.
Dans ce but, nous avons décidé de générer deux souris transgéniques dans
lesquelles nous inactiverons le gène de CLC de façon conditionnelle, et le gène de
la neuropoiétine.
La génération d’une souris Knock-In pour le gène de CLC nous permettra
d’étudier l’expression et la fonction de CLC dans le développement, en particulier,
dans le développement des systèmes nerveux et immunitaire. Un autre objectif
sera également d’utiliser les souris CLC-/- pour étudier le rôle de CLC dans
l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE), un modèle murin de la
sclérose en plaques (Swanborg, 1995). Sur la base des données obtenues pour le
CNTF (Linker et ai, 2002), nous supposons un rôle protecteur de CLC dans l’EAE
et nous étudierons une possible exacerbation des symptômes.
III. Inactivation de CLC: Modèle de Souris Knock-In
conditionnel
A. Le choix du Knock In conditionnel
Les phénotypes des souris inactivées pour le gène du CNTFRa (DeChiara et
ai, 1995) ou pour le gène de CLF (Alexander et ai, 1999a) mènent à la mort
périnatale des animaux ; nous avons donc émis l’hypothèse que l’ïnactivation du
gène pour CLC pouvait être également létale. Pour les souris CLF-I-, les souris
meurent à cause de leur incapacité à se nourrir, c’est-à-dire que les petits ne
peuvent pas téter (Alexander et ai, 1999a). Pour les souris CNTFRa/, ce
phénomène n’a pas été étudié. De plus, l’analyse des patients atteints du
syndrome CISS a montré que certains présentaient une mutation homozygote
inactivant le CLF (Knappskog et ai, 2003) et d’autres des mutations menant à
l’inactivation des deux allèles de CLC (Rousseau et ai, 2006). Ces patients sont
survivent mais ne présentent aucun intérêt pour la nourriture. A la naissance, ils
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ne se nourrissent pas spontanément et ont dû être nourris « de force » lors de leur
enfance.
C’est pourquoi, nous avons décidé de générer une souris Knock-In inductible ou
conditionnel pour étudier le phénotype de ces souris. Ceci nous permettra
d’étudier le profil d’expression et la fonction de CLC.
B. Stratégie et description du vecteur cible
L’objectif est de créer un Knock-In en introduisant un gène rapporteur, le
gène de la f3-galactosidase, qui sera exprimé sous le contrôle du promoteur de
CLC et ce, uniquement dans les cellules où l’inactivation de CLC aura été induite
par la recombinase Cre. Le gène de CLC est composé de trois exons. Le troisième
exon code pour la majeure partie de la protéine. Le but est donc d’inactiver cet
exon de façon conditionnelle en plaçant de part et d’autre de la région des sites
LoxP (Figure 10). Le gène de CLC a été cloné après avoir criblé une banque de
cosmides murins issue du <t Resource Centre of the German Human Genome
Project (RZPD; http://www.rzpd.de). Un fragment de restriction BamJ-H-EcoRl de
15 kb du cosmide identifié a été utilisé pour générer le vecteur cible servant à la
recombinaison homologue. Le fragment a été inséré dans un vecteur pET à faible
copie. Dans ce vecteur, les sites LoxP ont été insérés dans les sites de restrictions
HpaI et Scal localisés en 3’ et en 5’ de l’exon III (Figure 1 lA). Le second site LoxP
est placé dans le grand bras d’homologie de telle sorte que les deux sites soient de
part et d’autre de Ï’exon III du gène dc. Pour positionner les sites LoxP à
l’intérieur du gène cible, il est recommandé de les placer à environ 200 pb ou plus
de la limite des exons pour réduire le risque d’interférence avec les signaux
d’épissage (Kûhn and Schwenk, 2001).
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FIgure 10: Stratégie de construction du Knock-In conditionnel de CLC. L’expression
sera suivie grâce au gène rapporteur codant pour la f3-galactosidase (LacZ) avec un site
accepteur d’épissage (SA) en 5’ de LacZ. Un double site de polyadénylation (SV4O poly A et
BGH poly A) a été inséré en 5’ du gène LacZ pour empêcher l’expression du gène
rapporteur avant la délétion de l’exon III (Elli) par la Cre recombinase. Le gène de
résistance (NeoR) utilisé pour la sélection des cellules souches embryonnaires est flanqué
des sites FRT. Un plasmide codant pour la FLP recombinase (pOG44, Invitrogen) sera
utilisé pour exciser le gène de la néomycine dans les cellules souches embryonnaires.
Le vecteur cible permettra l’insertion de la 13-galactosidase sous le contrôle
du promoteur du gène de CLC dans le génome de la souris. En effet, il est
construit de telle sorte que la région codante de la 13-galactosidase privée de son
ATG initiateur forme un exon qui sera épissé dans le bon cadre de lecture avec
les exons I et II du gène de CLC qui codent pour le codon initiateur ATG du gène
cible et pour son peptide signal (figures 10 et 11). Le gène rapporteur est flanqué
des deux régions d’homologie d’une taille variant de 1,6 à 13 kb du gène cible. Le
petit bras d’homologie de 1,6 kb est nécessaire pour le criblage par PCI? des
cellules souches embryonnaires. Le gène rapporteur codant pour la f3-
galactosidase est placé en amont de l’exon III et est précédé par un site 5’
accepteur d’épissage (SA). L’insertion de deux sites de polyadénylation (Simian
virus 40 (SV4O poly A) et Bovine Growffi Hormone (BGH poly A)) en 3’ de l’exon III
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de CLC permet d’empêcher l’expression du gène rapporteur LacZ en absence de
délétion de l’exon III de CLC (Figure 10).
Le vecteur cible utilisé contient un gène de sélection, le gène de la résistance à la
néomycine (Neo) (Figures 10 et 11). Par rapport à une construction
conventionnelle de ciblage de gène, le gène de résistance ne détruit pas ou ne
remplace pas un des exons mais est placé à l’intérieur d’un intron et flanqué par
deux sites FRT, proche d’un site LoxP seul. Le gène de résistance (Tk-neo) utilisé
pour la sélection dans les cellules souches embryonnaires est flanqué des deux
sites de recombinaison de la FLP (FRT), et ainsi le gène pourra être délété avant
l’injection dans les blastocystes. Le gène de sélection des cellules souches est
inclus à l’intérieur du vecteur cible pour l’identification des clones ES
recombinants, mais il doit être enlevé du génome de façon à minimiser la
perturbation du gène cible.
Des constructions validées expérimentalement codant pour le gène Tk-neo
flanqué des deux sites fRT (pBS-FREO-III) et pour le gène rapporteur LacZ avec le
site de polyadénylation (pA) de fliormone de croissance bovine (BGH) flanqué en
5’ par un site LoxP (pLOX-SA-3Ga1-pA) nous ont été gracieusement mis à
disposition par le Dr N Grillet (ENS, Paris, France).
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FIgure 11: Un fragment de 15kb correspondant au gène de CLC a été modifié en
floxant l’exon 3 de ce gène. A. Stratégie de construction B. Carte du vecteur cible utilisé
pour la recombinaison homologue dans les cellules souches embryonnaires. La
construction a été insérée dans les sites de restriction Hpal et ScaI situés de part et
d’autre de l’exon III. L’exon III de CLC est flanqué par les sites LoxP. Deux sites de
polyadénylation sont insérés en 3’ de l’exon III de façon à empêcher l’expression du gène
rapporteur codant pour la f3-galactosidase. Le gène de résistance codant pour la
néomycine (Neo) flanqué des sites FRT permet de sélectionner les clones ES ayant intégré
la construction. Le site NmI correspond au site de restriction servant à la linéarisation du
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C. Vérifications de l’intégrité du vecteur
Le vecteur cible est introduit dans les cellules souches embryonnaires par
recombinaison homologue entre les bras d’homologie et transmis à travers la
lignée germinale des souris chimériques. L’intégrité du vecteur doit donc être
correcte pour éviter le transfert de mutations non désirées dans le gène cible.
Le vecteur cible a été séquencé avant la transfection dans les cellules souches
embryonnaires. De nombreuses digestions enzymatiques ont été réalisées nous
permettant de vérifier le profil de restriction théorique.
L’expression du gène de résistance à la néomycine dans les lignées
cellulaires issues de la recombinaison homologue peut induire des phénotypes
aspécifiques qui n’ont aucun lien avec l’inactivation du gène étudié. Afin d’éviter
ce genre d’artéfact, le gène de résistance a été flanqué de sites FRT permettant
son excision par recombinaison. Ainsi, le fonctionnement des sites FRT dans le
vecteur cible a été étudié. Le vecteur cible a été transfecté dans des bactéries 294-
FLP exprimant de façon constitutive la recombinase FLP (Buchholz et ai, 1996).
Le plasmide obtenu après recombinaison a été analysé par restriction
enzymatique. Le système FLP/FRT a fonctionné correctement.
Enfin, l’inactivation du gène de CLC repose sur le bon fonctionnement des
sites LoxP. Le fonctionnement des sites LoxP a été étudié in vitro. Le vecteur cible
a d’abord été mis en présence de la recombinase Cre pendant 30 minutes et les
produits issus de cette recombinaison ont été transformés dans des bactéries
avant d’être analysés par PCR, par restriction enzymatique (Figure 12) et par
séquençage.
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FIgure 12: Fonctionnement des sites LoxP du vecteur cible de CLC. Après
recombinaison avec la Cre recombinase, les produits générés ont été transformés dans
des bactéries. Les vecteurs issus de cette recombinaison ont été analysés par restriction
enzymatique avec les enzymes NheI et SacI. Six bandes correspondant à une
recombinaison correcte sont attendues. Les tailles en pb sont indiquées sur la figure.
De plus, comme pour les sites FRT, le vecteur cible a également été
fransfecté dans des bactéries 294-Cre exprimant de façon constitutive la
recombinase Cre (Buchholz et aÏ, 1996). Le plasmide obtenu après recombinaison
a été analysé par restriction enzymatique. Le système Cre/LoxP fonctionne
correctement.
La vérification du vecteur étant correcte, il a pu être introduit par
électroporation dans les cellules souches embryonnaires.
D. Génération
recombuiantes
des cellules souches embryonnaires
1. Caractéristiques des cellules souches embryonnaires
Les cellules souches communément utilisées dérivent d’embryons males et
contiennent ainsi un chromosome Y. Il y a plusieurs raisons pour préférer
l’utilisation de lignées cellulaires males: les cellules males produisent une plus
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grande proportion de chimères mâles qui peuvent produire une plus grande
descendance que les femelles dans une période de temps donnée pour tester la
transmission germinale (Joyner, 2001). De plus, les femelles issues de lignées
cellulaires XX sont réputées instables. Cette instabilité a été montré grâce à des
travaux réalisés sur des lignées de carcinomes embryonnaires femelles qui
démontrent une perte d’un chromosome X après plusieurs passages pour devenir
XO (Joyner, 2001).
Les cellules souches embryonnaires employées pour la recombinaison
homologue sont les cellules CK35 (Kress et aï, 1998). Cette lignée cellulaire a été
établie à partir d’embryons de souris mâles 129/8v de 3,5 jours. Cette lignée
provient de l’institut Pasteur de Paris et la lignée a été établie par C. Kress et C.
Badinet. Les souris 129 ont un pelage de couleur agouti, donc les souris chimères
issues de l’injection de cellules CK35 dans un blastocyste présenteront un
chimérisme agouti avec la couleur des blastocystes utilisés. Ces cellules sont
cultivées en présence de LIF qui permet de maintenir leur totipotence, et sur un
support nutritif constitué d’un tapis de fibroblastes traités à la mitomycine.
2. Transfection des cellules souches embryonnaires CK35
L’électroporation du vecteur cible dans les cellules souches embryonnaires
a pour objectif d’aboutir à la recombinaison homologue entre les bras d’homologie
du vecteur cible et la séquence sauvage du gène endogène des cellules souches
embryonnaires.
La transfection du vecteur cible a été réalisée par électroporation à partir de
50.106 cellules souches embryonnaires CK35 (13ème passage) avec 30 ig d’ADN
linéarisé avec l’enzyme de restriction NrttI (Figure 11). Après électroporation, les
cellules ont été mises en culture pendant 48h, puis sélectionnées avec 300 ig/mL
de généticine pendant 5-6 jours. 960 clones cellulaires résistants ont été
sélectionnés puis repiqués en plaque 96 puits pour être congelés et analysés.
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3. Criblage des cellules souches embryonnaires
recombinantes
a.Criblage par PCR
Le criblage par PCI? est un criblage de première intention permettant de
réduire le nombre de clones recombinants qui seront ensuite testés par Southem
Blot. Le criblage par PCI? consiste à amplifier un fragment de 2000 pb à l’aide de
deux oligonucléotides: le premier est localisé dans le gène rapporteur LacZ (5’
ATCAGCCGCTACAGTCAACAGCAAC 3’), permettant ainsi de ne discriminer que
les clones ayant intégré la construction; la seconde amorce (5’
CCAACTGAGTGGCACTACCACCATT 3’) est localisée dans le génome sauvage en
3’ du bras d’homologie utilisé pour la recombinaison homologue (Figure 13).
Exon I Exon Lox Exon FRT FRT Lox P
SV4O BGH Neo SA La6 Z’polyA polyA
BRAS LONG BFAS COURT
f l3000pb) t1600p1)
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Amplification de 2000 pb
FIgure 13: Criblage par PCR. Les oligonucléotides sont situés dans le gène rapporteur
LacZ (5’ ATCAGCCGCTACA-GTCAACAGCAAC 3’) et dans le génome sauvage (en marron)
en dehors du bras d’homologie (5’ CCAACTGAGTGGCACTACCACCA’fl’ 37) L’amplification
donnera un fragment de 2000 pbs.
Pour cela, nous avons synthétisé un vecteur de criblage positif de façon à
mettre au point la PCI?. Ce vecteur contient une partie de la cassette de
recombinaison contenant entre autre le gène rapporteur suivi du bras court
d’homologie et la séquence sauvage de CLC en amont du bras d’homologie. Ce
vecteur de criblage positif a été dilué dans de l’ADN génomique de souris de façon
à connaître le nombre exact de copies du vecteur par rapport au génome. La mise
au point de la PCI? a été réalisée et nous permet de discriminer jusqu’à 0,025
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copies de vecteur par génome (Figure 14). Dans le criblage des cellules souches
embryonnaires, nous aurons une copie par génome correspondant à l’intégration
de la cassette de recombinaison au niveau d’un des deux allèles. La fréquence de
recombinaison étant de 0,1 à 1%, la probabilité d’obtenir une double insertion au
bon site de recombinaison sur les deux allèles est presque nulle.
Sur 500 clones testés par PCR, seuls douze clones se sont avérés positifs.
Nombre de copies du vecteur
de criblage positif par génome
o
o o
o o o
U) U) U) U)(%4 ei C4 cq
Figure 14: Mise au point des conditions de PCR pour le criblage des cellules
souches embryonnaires. Le vecteur de criblage positif a été dilué dans de l’ADN
génomique de souris.
b. Criblage par Southem Blot
Dans les expériences de recombinaison homologue, il est important de
vérifier que l’intégration de la cassette de recombinaison s’est faite au bon locus,
de façon unique et sans réarrangement chromosomique aberrant (Joyner, 2001;
Kflhn and Schwenk, 2001). Cette vérification est réalisée par Southern Blot après
digestion de l’ADN génomique avec des enzymes de restriction données et à l’aide
de sondes spécifiques.
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Trois types de sondes sont utilisées pour vérifier l’insertion correcte et l’intégrité
de la construction: une sonde 5’ externe permettant de vérifier l’intégrité de
l’extrémité 5’, une sonde 3’ externe permettant de vérifier l’intégrité de l’extrémité
3’ et une sonde interne permettant de vérifier l’insertion unique de la
construction dans le génome (Figure 15).
Exon I Exon II Lox P Exon III FRT FRT Lox P
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FIgure 15: Sondes utilisées pour le criblage des clones recomblnants par Southern
Blot. Trois sondes sont utilisées pour le criblage des cellules souches embryonnaires
recombinantes: une sonde interne, une sonde 3’ externe et une sonde 5’ externe. Le
résultat des trois types de Southern Blot permettra de discriminer les clones positifs.
A partir d’ADN génomique des cellules CK35, la sonde 5’ externe de 878 ph
a été générée par amplification par PCR grâce aux oligonucléotides 5’
TAGGAACCA-CTAGCTGCTAC 3’ et 5’ CAYCCCTAGATGGCTTCAG 3’. Après
digestion de l’ADN génomique des cellules sauvages (CK35) et des clones
recombinants par les enzymes PacI et AscI et hybridation avec la sonde 5’
externe, la discrimination des clones positifs se fait par la présence d’une bande
de 15 kb correspondant â une insertion correcte de la cassette de recombinaison
sur un allèle, et une bande de 20 kb environ correspondant â l’allèle sauvage
(Figure 16). Sur la piste correspondant aux cellules CK35 sauvages, une seule
bande à 20kb est visible, alors que les clones 1C5 et 111F6 présentent deux bandes
à 15 kb et 20 kb correspondant aux deux allèles sauvage et recombinant.
L’intensité de la bande unique présente chez les cellules sauvages correspond à la
présence de deux ailèles. Pour les clones recombinants, l’intensité de la bande à
20kb est deux fois plus faible, puisqu’un seul des deux allèles est sauvage.
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Résultats du SouUiem Blot:
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Figure 16: Criblage des cellules souches embryonnaires recombinantes par
Southern Blot avec une sonde 5’ externe. A. Profil théorique des aflèles sauvages et
recombinés. B. Résultats du Southem Blot: l’ADN génomique a été digéré par les
enzymes de restriction PacI et AscI. Une sonde radioactive 5’exteme a permis de visualiser
les bandes sauvages (20kb) et recombinantes (15kb). CK35 correspond aux cellules
souches embryonnaires sauvages. 1C5 et 111F6 sont des clones recombinants possédant
les deux aflèles sauvage et recombinés.
La seconde sonde utilisée pour cribler les clones de cellules souches
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embryonnaires est la sonde 3’ externe. Cette sonde de 450 pb a été amplifiée par
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PCR à l’aide des oligonucléotides 5’ AAAGGCACCACCATGCCCAT 3’ et 5’ ACTGA
ATCTCACCCTGTGCC 3’ à partir d’ADN génomique des cellules CK35 sauvages.
L’ADN génomique des cellules sauvages (CK35) et des clones recombinants a été
digéré par l’enzyme ScaI puis hybridé avec la sonde 3’ externe. La discrimination
des clones positifs se fait par la présence d’une bande de 7185 pbs correspondant
à une insertion correcte de la cassette de recombinaison sur un allèle, et une
bande de 3460 pbs correspondant à l’allèle sauvage (Figure 17).
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Figure 17: Criblage des cellules souches embryonnaires recombinantes par
Southern Blot avec une sonde 3’ externe. A. Profil théorique des allèles sauvages et
recombinés. B. Résultats du Southem Blot : l’ADN génomique a été digéré par l’enzyme de
restriction ScaI. La sonde radioactive 3’exteme a permis de visualiser les bandes sauvage
(3460 pb) et recombinante (7185pb). CK35 correspond aux cellules souches
embryonnaires sauvages. 1C5 et 111F6 sont des clones recombinants possédant les deux
allèles sauvage et recombiné.
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Sur la piste correspondant aux cellules CK35 sauvages, une seule bande à
3460 ph est visible, alors que les clones 1C5 et 111F6 présentent deux bandes à
3460 ph et 7185 ph correspondant aux deux allèles sauvage et recombinant.
L’intensité de la bande unique présente chez les cellules sauvages correspond à la
présence de deux allèles. Pour les clones recombinants, l’intensité des bandes est
deux fois plus faible puisque les deux allèles sont distingués par deux tailles
différentes.
Enfin, l’insertion unique de la cassette de recombinaison dans le génome
des cellules souches embryonnaires est vérifiée grâce à la sonde interne après
digestion de l’ADN génomique avec l’enzyme SspI. Cette sonde interne
correspondant au gène rapporteur LacZ permet de visualiser le nombre et
l’intensité des bandes révélées. Elle a été générée par restriction enzymatique du
vecteur positif de criblage (cf Figure 14). La digestion par EcoRV et Bga a permis
de purifier deux fragments de 961 et 1160 ph correspondant à la sonde interne.
La sonde interne correspond donc à un mélange de deux sondes s’hybridant
spécifiquement sur la séquence du gène de la f3-galactosidase. Un clone
recombinant correct ne présente que deux bandes à 8181 ph et 2652 ph d’une
intensité moyenne. La figure 18 présente la stratégie et les résultats du criblage
obtenus avec la sonde interne. Cette sonde spécifique de la cassette de
recombinaison permet de vérifier s’il n’y a pas eu d’insertion aléatoire ou
d’insertion en concatémères. En effet, la présence de bandes multiples, ou la
présence de bandes ne correspondant pas aux tailles attendues permet de
visualiser les éventuelles recombinaisons ou insertions aléatoires dans le génome.
La piste CK35 correspondant aux cellules souches embryonnaires sauvages ne
montre aucune bande. Les pistes correspondant aux clones 1C5 et 11F6 révèlent la
présence des deux bandes de 8181 ph et 2652 ph correspondant aux bandes
attendues pour une insertion correcte et unique de la cassette de recombinaison
sur un des allèles.
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FIgure 18: Criblage des cellules souches embryonnaires recombinantes par
Southern Blot avec une sonde interne. A. Profil théorique des allèles sauvages et
recombinés. B. Résultats du Southem Blot l’ADN génomique a été digéré par l’enzyme de
restriction SspI. La sonde radioactive interne permet de visualiser les bandes
recombinantes de 8181 pb et 2652 pb. CK35 correspond aux cellules souches
embryonnaires sauvages. 1C5 et 111F6 sont des clones recombinants possédant les deux
bandes correspondant à lïnsertion de la cassette de recombinaison.
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L’analyse par Southem Blot avec les trois types de sondes nous a permis
de sélectionner deux clones de cellules souches embryonnaires recombinantes,
les clones 1C5 et 111F6.
c. Vérification de la présence du toxP en 5’ de t’exon 3
La vérification de la présence de ce site est essentielle puisqu’il
interviendra lors de la recombinaison avec la recombinase Cre pour éliminer
l’exon 3 dans les souris transgéniques au niveau des cellules germinales ou au
niveau de types cellulaires spécifiques.
Une analyse par PCR permet de mettre en évidence la présence de ce site. Des
oligonucléofides (5’ GAGTCGTCTACACCCTCTGCCT 3’ et 5’ AAATGCTGTCGGG
‘fl’TGGTGAG 3 placés de part et d’autre du site LoxP situé en 5’ de l’exon 3
permettent une amplification d’un fragment de 170 ph en présence du site loxP et
un fragment de 136 ph en l’absence du site (Figure 19).
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Figure 19 Présence du site LoxP en 5’ de I’exon 3 de CLC. A. Schéma représentant la
disposition des oligonucléotides permettant de discriminer la présence ou l’absence du
site LoxP en 5’ de Fexon 3. 5’ GAGTCGTCTACACCCTCTGCCT 3’ et 5’
AAATGCTGTCGGGTTTGGTGAG 3’ sont les deux oligonucléotides utilisés pour le criblage.
B. La réaction de PCR révèle que seules les cellules sauvages CK35 ne possèdent pas le
site LoxP. La présence des deux bandes de 170 pbs et l36pbs pour les autres clones
recombinants met en évidence le site LoxP en 5’ de l’exon 3. Les clones 10G, H9 et C7
sont les clones où le gène de la néomycine a été éliminé.
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Les bandes visibles à 136 ph et 170 pb justifient la présence du site LoxP
en 5’ de l’exon pour les clones 1C5 et 111F6 un des allèles est l’allèle recombiné,
l’autre est l’allèle sauvage. Une seule bande à 136 ph est visible pour les cellules
souches embryonnaires sauvages CK35 correspondant aux deux allèles sauvages.
4. Excision du gène de résistance
D’un point de vue éthique, l’insertion d’un gène de résistance exogène
dans une espèce n’est pas recommandée. La présence du gène de sélection dans
les modèles transgéniques présente en effet des inconvénients quant à l’analyse
du phénotype final. Ces marqueurs associés aux allêles ciblés portent des
séquences promotrices et enhancer qui peuvent interférer avec d’autres gènes liés
au locus ciblé (Kim et aÏ, 1992; Fiering et ai, 1993; Braun et aÏ, 1994; Olson et ai,
1996). Ces perturbations sur l’expression des gènes peuvent avoir une longue
portée (distance supérieure à 100 kb) (Pham et ai, 1996). Ainsi l’analyse du
phénotype mutant peut être confuse puisqu’une telle construction peut être
considérée comme un double mutant. C’est pourquoi, pour limiter les
complications d’interprétation des phénotypes, il est préférable d’éliminer les
marqueurs de sélection. De plus, le gène bactérien de la néomycine présente des
sites d’épissage énigmatiques qui perturbent l’épissage normal et qui réduit la
quantité des transcrits corrects (Carmeliet et ai, 1996; Meyers et ai, 1998; Nagy et
ai, 199$). Son élimination est donc recommandée de façon à obtenir des résultats
satisfaisants.
C’est pourquoi, l’élimination du gène de résistance à la néomycine a été
réalisée in vitro de façon à injecter dans les blastocystes des cellules souches
embryonnaires ne portant que les modifications nécessaires à notre étude.
Une des alternatives pour éliminer le gène de résistance est de transfecter de
façon transitoire les cellules souches embryonnaires recombinées avec un vecteur
d’expression codant pour la FLP recombinase (Joyner, 2001; Kflhn and Schwenk,
2001). La fréquence de délétion dans les clones de cellules souches
embryonnaires avec la recombinase FLP est habituellement de 5 à 50%, il n’est
donc pas nécessaire de rajouter un gène de sélection négative pour enrichir la
production de clones recombinants (Joyner, 2001). En revanche, la
recombinaison entre les sites FRT correspond seulement à un événement de
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délétion par recombinase. Il faut donc transfecter les cellules souches
embryonnaires avec une grande quantité de vecteur codant pour cette
recombinase, de façon à maximiser la recombinaison et diminuer le nombre de
clones à analyser.
Les clones 1C5 et 111F6 sélectionnés précédemment ont été soumis à l’action de la
FLP recombinase. Les clones ont été électroporés avec le plasmide pOG44
(Invitrogen) codant pour la recombinase FLP thermosensible. Cette enzyme est
inactive à 37°C, donc les 400 clones analysés se sont révélés négatifs pour la
délétion du gène de résistance. Dans un deuxième temps, les clones ont été
électroporés avec le plasmide pCAGGS-FLPe (GeneBridge) codant pour la FLP
recombinase modifiée la rendant active à 37°C. 120 clones ont été analysés.
L’identification des clones où le gène de résistance a été délété est réalisée avec la
même précision et les mêmes techniques que celles utilisées pour le criblage des
cellules souches ayant intégrées la cassette de recombinaison. C’est-à-dire qu’une
première analyse par PCR a permis de discriminer les clones où la recombinaison
entre les sites FRT a eu lieu. Des amorces externes au gène de résistance
permettent d’amplifier un fragment de 300 pb quand l’excision a eu lieu. Dans un
deuxième temps, les résultats obtenus par PCR ont été confirmés par Southem
Blot avec les trois types de sondes décrites dans le paragraphe précédent.
L’excision du gène de résistance faisant intervenir une étape d’électroporation
supplémentaire, cette analyse permet de vérifier l’absence de réarrangements qui
peuvent éventuellement avoir lieu dans le génome. L’analyse des Southern Blots
avec les sondes 5’ (Figure 16) et 3’ (Figure 17) donne les mêmes résultats en
l’absence ou en présence du gène de résistance à la néomycine. Le clone 10G issu
de la recombinaison du clone parent 111F6 et les clones H9, C7 et Hi 1 issus du
clone parent 1C5 présentent les bandes attendues avec les sondes 5’ externe et 3’
externe (Figures 16 et 17).
La digestion avec l’enzyme SspI dans les clones où le gène de résistance a été
éliminé donne des fragments de 2652 pb et 6293 pb au lieu de 8181pb. La sonde
interne permet donc de révéler ces deux bandes de 2652 et 6293 ph dans les
clones ne possédant plus la néomycine. Les résultats sont présentés sur la figure
18.
- 125 -
Enfin, la dernière vérification réalisée est la PCR permettant de visualiser la
présence du site LoxP en position 5’ de l’exon 3 de CLC. La figure 19 présente les
résultats obtenus pour les clones possédant ou non le gène de résistance à la
néomycine.
Ainsi, les clones 1C5, H9, 111F6 et 10G semblent corrects pour être injectés dans
les blastocystes. Cependant, il est à noter que cette manipulation supplémentaire
pendant la culture des cellules souches embryonnaires requiert plus d’efforts et
augmente la probabilité que le clone cible puisse perdre sa capacité à envahir la
lignée germinale. Une autre alternative à cette recombinaison in vitro est de
réaliser des croisements et d’exciser le gène de résistance in vivo. En croisant
avec une souche de souris FLP délétère, le gène de résistance à la néomycine est
éliminé pendant la transmission germinale donnant ainsi un allèle recombiné
flanqué des sites LoxP permettant de réaliser le Knock-In conditionnel (Rodriguez
et ai, 2000; Kanki et ai, 2006).
5. Analyse des caryotypes
Les cellules souches embryonnaires ont été soumises à plusieurs
électroporations. Cette technique est connue pour générer des aberrations
chromosomiques menant à une diminution du nombre de souris chimériques
obtenues après injection dans les blastocystes, à une diminution de la fertilité des
souris chimériques et à une perte de la capacité des cellules souches à coloniser
la lignée germinale.
L’analyse des caryotypes des cellules souches sélectionnées permet de visualiser
toute modification dans le nombre de chromosomes. Les cellules murines
possèdent 19 paires de chromosomes et une paire de chromosomes sexuels, soit
40 chromosomes. Le caryotype des cellules souches embryonnaires sauvages
CK35 à partir desquelles nous avons établi les lignées de cellules souches
recombinantes et celui des cellules recombinantes sélectionnées ont été
déterminés. L’analyse des caryotypes montre que les cellules sauvages CK35
présentent un caryotype normal plus de 65% des cellules possèdent 40
chromosomes (Figure 20A). Les cellules d’origine ne présentent pas d’anomalie,
elles ont une euploïdie normale. En revanche, le caryotype des cellules issues du
clone recombinant 1C5 présente une anomalie avec 41 chromosomes. 60% des
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cellules analysées présentent une aneuploïdie avec une trisomie (Figure 203).
Toutes les cellules ne possédant pas le gène de résistance issues de ce clone ont
donc un caryotype anormal (H9, C7, Ru). Les cellules issues du clone 1C5 ne
pourront pas être utilisées pour l’injection dans les blastocystes.
Le caryotype des cellules issues du clone recombinant 111F6 présente une
euploïdie normale. 73% des cellules analysées présentent 40 chromosomes
(Figure 20C). Les cellules G10 ne possédant pas le gène de résistance issues de ce
clone ont un caryotype normal (Données non montrées) 75% des cellules
possèdent 40 chromosomes. Les cellules issues du clone 111F6 et GlO pourront
être utilisées pour l’injection dans les blastocystes.
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Figure 20 : Caryotype des cellules souches embryonnaires. Les chromosomes des
cellules ont été comptés puis répertoriés. N correspond au nombre de cellules comptées
pour chaque clone. A. Caryotype des cellules souches sauvages CK35. B. Caryotype des
cellules souches embryonnaires recombinantes : clone 1C5. C. Caryotype des cellules
souches embryonnaires recombinantes clone 111F6.
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E. Génération des souris transgénïques
1. Choix des blastocystes
Dans les blastocystes, la lignée cellulaire CK35 issue d’une souche de
souris 129 possède un fort potentiel de colonisation des cellules germinales. En
général, dans les expériences de recombinaison homologue, 12 à 15 cellules
souches embryonnaires sont injectées par blastocyste pour obtenir des chimères
avec un taux de chimérisme correct et une bonne colonisation de la lignée
germinale (Joyner, 2001). Cependant, pour la lignée CK35, il suffit de 5 cellules
sauvages ou 8 à 10 cellules recombinarrtes injectées par blastocyste pour obtenir
un fort taux de chimérisme et une colonisation de la liguée germinale (Kress et ai,
1998). Au-delà de ce nombre, un fort chimérisme pourra être obtenu mais avec
une augmentation du pourcentage de stérilité des chimères.
Concernant les blastocystes, deux sortes peuvent être utilisées. Les blastocystes
FVB issus de souris consanguines de la liguée $wiss. Le pelage de ces souris est
blanc (albinos). Ces blastocystes sont utilisés pour la production de souris
transgéniques car les souris ont une superovulation très efficace et le pronucléus
de zygote est très gros donc très facile à prélever. L’inconvénient de cette souche
est qu’elle est peu permissive à l’implantation des cellules CK35 (Schwartzberg et
aÏ, 1989). L’autre type de blastocyste utilisé est celui issu de la souche C57BL/6.
Le principal avantage de ces blastocystes est qu’ils sont bien permissifs aux
cellules CK35. Celles-ci colonisent relativement facilement la lignée germinale
(Schwartzberg et aÏ, 1989). De plus, ces souris sont de couleur noire et le
génotype de la couleur du pelage est connu. En effet, les gènes déterminant la
couleur du pelage des souris sont nombreux et ce sont des gènes liés. Il en existe
au moins 4 qui régissent la couleur (A :agouti; B :brown; D :dilute; C :albinos;...).
L’allèle C étant épistatique, il masque à l’état homozygote (c/c) l’expression des
autres loci déterminant la couleur du pelage, en particulier les séries alléliques A,
B, D. Les souris c/c sont blanches quelque soit le génotype des autres gènes de
couleur (cas des souris FVB). En revanche, à l’état hétérozygote (C/c) ou
homozygote dominant (C/C), ce sont les autres gènes qui déterminent la couleur
du pelage. L’avantage d’utiliser les blastocystes issus de la lignée consanguine
C57BL/6 de génotype a/a B/B C/C D/D est qu’ils ne possèdent pas de forme
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allélique agouti sauvage (A), et donc après injection des cellules souches CK35,
les phénotypes agoutis observés sur la descendance seront d’origine allélique
CK35 et ils s’exprimeront de façon dominante par rapport à l’allèle non-agouti ta)
de la C57BL/6. Ces blastocystes permettent donc un criblage plus aisé de la
descendance des souris chimériques.
2. Injection dans les blastocystes des cellules souches
embryonnaires recombinantes sélectionnées et obtention des
chimères.
L’injection des cellules sauvages permet de vérifier la totipotence de ces
cellules. 5 cellules souches embryonnaires sauvages CK35 ont été injectées dans
des blastocystes FVB et C57BL/6. Malgré un caryotype normal et une
morphologie normale, aucun élément ne permet de valider leur totipotence. En
effet, si elles sont différenciées, elles ne coloniseront jamais la lignée germinale, et
aucune chimère ne pourra transmettre la mutation à la descendance.
8 à 10 cellules souches recombinantes issues des clones 111F6 et G10 ont été
injectées dans les deux types de blastocystes. Après injection des cellules dans
les blastocystes. Ceux-ci ont ensuite été réimplantés dans des femelles pseudo
gestantes. Deux femelles pseudo gestantes ont reçu 5 à 6 blastocystes injectés
avec les cellules sauvages. Une seule a développé une gestation (prise de poids),
mais n’a semble-t-il pas pu mettre bas. Aucun souriceau n’est né de cette
réimplantation. Pour le clone 111F6, trois femelles ont été réimplantées. Deux ont
présenté une gestation et ont donné naissance à 7 animaux chimériques (pelage
agouti sur fond noir), et un animal sauvage (pelage noir) (Figure 21). Enfin, pour
le clone Gb, deux femelles ont reçu 7 à 10 blastocystes injectés et ont développé
une gestation. Une seule des femelles a donné naissance à 2 souriceaux
chimériques.
Les animaux nés des réimplantations des blastocystes injectés avec des cellules
souches embryonnaires recombinantes présentent un pourcentage de chimérisme
variant de 1 à 90 ¾. Le ratio mâle/femelle obtenu est d’environ 1:1.
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Figure 21 : Souris chimérîques. A. Comparaison entre une souris chimérique et une
souris sauvage. 5. Chimérisme agouti sur fond noir d’une souris issue d’une
réimplantation de blastocyste injecté avec des cellules souches recombinantes.
Les caractéristiques des chimères obtenues sont répertoriées dans le
tableau 2.
Clone injecté N° de la souris Sexe Chimérisme
1 mâle 30%
G 10
2 femelle 40%
10 mâle 90%
11 mêle 30%
12 mâle 40%
111F6 13 mâle 20%
14 femelle 30%
15 femelle 10%
16 femelle 1%
Tableau 2 t Caractéristiques des chimères obtenues.
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3. Études de la transmission germinale
Les chimères obtenues précédemment ont été sevrées puis mises en
accouplement pour valider la capacité des cellules recombinantes à coloniser la
lignée germinale. Les souris chimériques ont été croisées avec des souris
sauvages de la lignée C57BL/6. La couleur du pelage nous permettra de
sélectionner les petits ayant intégré la cassette de recombinaison au niveau de la
lignée germinale. En effet, la couleur du pelage est un critère de sélection. L’allèle
agouti est un allèle dominant. Seules les cellules souches embryonnaires
recombinantes possèdent cet allèle. Les cellules issues des souris C57BL/6
possèdent des alléles récessifs pour le phénotype agouti. Ainsi, si les cellules
recombinantes ont envahi la lignée germinale dans les souris chimériques, la
descendance de ces souris pourra porter l’allèle dominant agouti et ainsi avoir un
pelage de couleur agouti contrairement aux petits sauvages de couleur noir qui
n’ont pas reçu les cellules souches recombinantes dans leur lignée germinale.
La lignée germinale de la souris chimérique n’est pas forcément envahie à 100%
par les cellules souches recombinantes (Kress et ai, 199$). Pour vérifier cette
hypothèse et vérifier si la mutation est transmise à la descendance, il est
nécessaire de cribler entre 50 et 200 petits par chimère. Pour les mâles, ce
nombre de petits est envisageable, mais pour les femelles chimériques, il est
nécessaire de multiplier le nombre de naissances jusqu’à la mort de l’animal.
Deux males chimériques présentent une stérilité. Un des mâles semble
avoir une tumeur au niveau du ventre ce qui expliquerait sa stérilité. Les quatre
femelles chimériques ont donné naissance à 4$ petits présentant un pelage de
couleur noir. La transmission n’a pas eu lieu. Mais comme nous l’avons décrit
précédemment, les souris chimériques femelles transmettent en général moins
facilement l’allèle muté à cause des modifications chromosomiques qui peuvent
survenir. 109 petits ont été obtenus à partir des mâles chimériques fertiles, mais
aucune transmission germinale n’a encore été observée. A l’heure actuelle, les
mâles sont encore en accouplement, et l’analyse de leur descendance est en
cours. Les mâles chimériques sont plus prometteurs et permettent de donner un
nombre important de descendants.
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F. Inactivation du gène dc
L’objectif du projet est d’étudier le rôle de CLC dans le développement des
systèmes nerveux et immunitaire â l’aide d’une souris transgénique où le gène de
CLC est inactivé de façon conditionnelle. Quand l’allèle muté sera transmis dans
la lignée germinale, nous obtiendrons des souris hétérozygotes pour CLC, c’est-à-
dire que le génotype sera composé d’un allèle sauvage de CLC noté « + », et d’un
allèle ftoxé où l’exon III sera flanqué des sites LoxP, noté « fox ».
Pour obtenir une souris où le gène est inactivé dans tout l’organisme dès
les premiers stades du développement, plusieurs croisements sont nécessaires.
La délétion du gène de CLC dépend de l’expression de la Cre recombinase. Les
souches Cre délétères expriment la Cre recombinase dans les cellules germinales
ou durant l’embryogenèse précoce de telle sorte que toute ou partie de la
descendance contient le gène cible délété dans la lignée germinale (Rodriguez et
ai, 2000), (Meyers et ai, 1998). Ces souris délétères portent le gène de la Cre
recombinase sur le chromosome X. Pour obtenir des souris nulles homozygotes
pour CLC, un schéma de croisement est présenté en Figure 22.
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Figure 22 Obtention d’une souris nulle pour dc.
En croisant des souris mJes Cre délétères avec des souris femelles
hétérozygotes floxés pour CLC, la descendance nous permettra de sélectionner les
femelles qui auront incorporé la Cre recombinase sur le chromosome X provenant
de leur père. La moitié de ces femelles porteront l’allèle floxé provenant de leur
mère. Ainsi, ces souris auront un génotype « Cre/+; flox/+ ». L’action de la Cre
recombinase va entraîner la délétion de l’exon III de CLC donc le génotype sera
« Cre/+; Nul/+ » (Figure 22). Après génotypage de ces souris, elles seront croisées
avec des mJes sauvages homozygotes pour CLC « +/+ » et n’exprimant pas la Cre
recombinase. Ce croisement nous permettra d’éliminer le gène de la Cre
recombinase dans le génome des souris. La moitié de la descendance ne portera
pas l’allèle de la recombinase et 50% de ces souris porteront un allèle nul pour
CLC, leur génotype sera donc « +/+; nuÏ/+ ». A partir de ces souris, il sera
possible d’établir une lignée de souris homozygote pour l’allèle nul de CLC en
croisant ces souris entre elles. 25% de la descendance sera homozygote nul/nul
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et le phénotype de ces souris sera étudié pour déterminer dans un premier temps
si la mutation est létale.
Dans un deuxième temps, l’analyse du rôle de CLC sera réalisée dans des
types cellulaires précis. En effet, à l’aide de souris transgéniques exprimant la Cre
recombinase dans des types cellulaires précis, le rôle de CLC pourra être étudié.
De nombreux promoteurs constitutifs ou spécifiques d’un type cellulaire ont été
utilisés avec succès pour l’expression de la Cre recombinase dans des souris
transgéniques, qui permettent le ciblage conditionnel d’un gène dans une variété
de tissus (Rajewsky et ai, 1996; Joyner, 2001). La figure 23 présente une stratégie
de croisement pour obtenir une inactivation du gène de CLC dans un type
cellulaire précis ou un stade de développement donné. Les souris hétérozygotes
portant un allèle nul pour CLC « +/nul » sont croisées avec des souris
hétérozygotes exprimant la Cre recombinase sous un promoteur spécifique
« Cre/+ ». Un quart de la descendance aura un génotype «Cre/+; Nul/+ » c’est-à-
dire que les souris auront un allèle nul pour CLC et un allèle sauvage, et elles
possèderont également un allèle codant pour la Cre recombinase. En parallèle, les
souris hétérozygotes floxées pour CLC seront croisées entre elles de façon à
obtenir des souris homozygotes floxées pour CLC: 25% de la descendance sera
« flox/flox ». Ces souris « flox/flox » sont croisées avec les souris hétérozygotes
« Cre/+; Nul/+ ». L’allèle floxé sera transmis à toute la descendance et la
ségrégation va dépendre des parents hétérozygotes. Les gènes codant pour la Cre
recombinase et pour CLC étant indépendants, la descendance donnera dans 25%
des cas une descendance possédant les allèles Cre et Nul, soit un génotype
« Cre/+; flox/nul ». Comme l’expression de la Cre recombinase dépend d’un
promoteur spécifique, l’inactivation du gène de CLC sera dépendante de
l’activation de ce promoteur et se fera donc dans un type cellulaire ou à un stade
du développement précis. Seules les cellules exprimant la Cre recombinase seront
inactivées pour le gène de CLC.
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Ici le gène Cre est sous un promoteur tissu spécifique.
Figure 23 Obtention d’une souris nulle pour CLC dans un tissu spécifique
Une des limites de l’utilisation de souris Cre dans l’étude de l’expression et
de la fonction d’un gène réside dans le fait que la demi-vie de l’ARN ou de la
protéine codant pour le gène cible peut limiter l’efficacité de cette approche. Si le
produit du gène est très stable, sa destruction sera retardée par rapport à
l’altération génétique induite, masquant ainsi la déficience du mutant (Joyner,
2001).
G. Perspectives
La stratégie mise en place pour générer cette souris transgénique permet
d’inactiver l’exon III de CLC et d’exprimer le gène rapporteur de la 3-galactosidase
sous le contrôle du promoteur de CLC. Ainsi, l’analyse du profil d’expression de
CLC sera déterminé grâce à l’expression de la 3-galactosidase qui peut facilement
être détectée par histochimie ou cytométrie de flux (Berger et ai, 1994; Weiss et
ai, 1999). Les souris inactivées pour CLC nous permettront de suivre l’évolution
de son expression tout au long du développement embryonnaire et adulte à
condition que l’inactivation ne soit pas létale. Dans le cas contraire, ce système
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d’analyse nous permettra de savoir à quel stade précis du développement, cette
inactivation devient létale.
Le croisement des souris CLC-/- conditionnelles avec des souris
fransgéniques exprimant la Cre recombinase dans des types cellulaires
appropriés nous permettra d’étudier la fonction de CLC dans des organes ou des
types cellulaires donnés. En particulier, le croisement avec des souris exprimant
la Cre recombinase sous le promoteur Emxl, qui est fonctionnel dans les cellules
de la crête neurale, dans la lignée neuroépithéliale, dans les astrocytes, les
oligodendrocytes et les cellules gliales, nous permettra de déterminer le rôle de
CLC dans le système nerveux (Gorski et aÏ, 2002).
De plus, CLC semble avoir un rôle dans le système immunitaire au niveau des
lymphocytes B (Senaldi et ai, 2002). En croisant les souris +/nul » avec des
souris exprimant la Cre recombinase sous le promoteur CD-19 spécifique des
lymphocytes B, il nous sera possible d’étudier le rôle de CLC dans cette lignée
cellulaire (Rickert et ai, 1997).
Enfin, une des hypothèses avancées est que CLC pourrait avoir un rôle
protecteur sur les oligodendrocytes et donc serait susceptible d’être un facteur de
protection dans la sclérose en plaques, maladie entraînant une dégénérescence
de la gaine de myéline des oligodendrocytes. Un modèle murin de cette maladie
est le modèle de Ï’EAE. Dans ce modèle, des lésions inflammatoires
démyélinisantes sont induites chez l’animal par injection systémique de différents
constituants peptidiques de la myéline comme la protéine basique de la myéline
(MBP), la « myelin oligodendrocytes glycoprotein » (MOG) et la protéine
protéolipidique (PLP) (Pettinelli and McFarlin, 19$ 1; Yamarnura et ai, 1986;
Qenain et aÏ, 1996). L’évaluation du rôle protecteur de CLC dans ce modèle
pourra être étudiée par induction de la maladie dans les souris déficientes pour
CLC. Ainsi, une exacerbation des symptômes de cette maladie serait due à une
déficience en CLC. En inactivant spécifiquement le gène de CLC dans les
oligodendrocytes, les effets de la déficience en CLC nous permettront d’étudier la
survie des oligodendrocytes et la myélinisation des neurones.
Enfin, CLC partage le récepteur au CNTF avec la neuropoiétine et le CNTf.
Ces cytokines ayant des effets redondants, l’élaboration d’une souris doublement
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ou triplement invalidée pour ces gènes permettra de discriminer le rôle de
chacune de ces cytokines. Une telle analyse a déjà été réalisée pour définir le rôle
distinct de CNTF, LIF et CT- 1 dans la survie des motoneurones (Holtmann et ai,
2005).
En conclusion, un très grand nombre d’études phénotypiques et
fonctionnelles pourront être réalisées grâce à cette souris transgénique. Les
informations obtenues permettront de mieux comprendre le rôle et la fonction de
CLC dans le développement et dans des modèles de maladies.
IV. Description du Knock-Out de la neuropoiétfne
La neuropoiétine est le dernier ligand du récepteur au CNTF à avoir été
découvert. Très peu de données concernant cette protéine sont disponibles. De
plus, chez l’homme, la neuropoiétine n’est pas exprimée, elle se retrouve
uniquement sous forme d’un pseudogène. Ainsi, nous avons décidé de générer
une souris Knock-In où le gène de la neuropoiétine est invalidé en le remplaçant
par un gène rapporteur.
A. Stratégie et description du vecteur cible
L’objectif est de créer un Knock-In en introduisant deux gènes
rapporteurs, le gène de la 3-galactosidase et le gène de la eGFP (Green
Fluorescent Protein), qui seront exprimés sous le contrôle du promoteur de la
neuropoiétine. Le gène de neuropoiétine est composé de trois exons. Une banque
de cosmides murins provenant de RZPD a été criblée, et le gène de la
neuropoiétine a été sélectionné. Le vecteur cible est construit de telle sorte que le
codon initiateur ATG du gène de la neuropoiétine est immédiatement suivi par la
région codante du gène de la 3-galactosidase (Figure 24). Le gène de la eGFP est
inséré en 3’ du gène de la 3-galactosidase après une séquence IRES (Internal
Ribosomal Entry Site) permettant la production d’un ARN polycistronique et
l’attachement d’un complexe ribosomal pour la traduction de la eQFP (Pelletier
and Sonenberg, 1988). Le gène de la neuropoiétine étant pauvre en site de
restriction, nous avons utilisé la recombinaison homologue catalysée par les
gènes 2. RED dans E. cou (Datsenko and Wanner, 2000; Testa et ai, 2003) pour
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insérer le gène rapporteur bicistronique LacZ-IRES-EGFP dans un des exons du
gène de neuropoiétine. Les gènes rapporteurs sont flanqués de deux régions
d’homologie du gène cible d’une taille variant de 2 à 7 kb. Le petit bras
d’homologie de 2 kb est nécessaire pour le criblage par PCR des cellules souches
embryonnaires.
El Eh Eh
Gene sauvage
•‘ ATG
LoxP LQXP
Cassette
___
___
___
d’insertïon
LacZ ires GFP NeoR
FIgure 24: Stratégie Knock-In employée pour Inactiver le gène de la neuropoiétlne.
La cassette contenant les gènes rapporteurs codant pour la 13-galactosidase (LacZ) et la
eGFP ainsi que le gène de résistance à la néomycine (NeoR) flanquée des sites LoxP a été
insérée par recombinaison homologue au niveau de l’exon I de la neuropoiétine. La
séquence IRES permet la synthèse de l’ARN polycistronique codant pour les deux gènes
rapporteurs.
Le vecteur cible utilisé contient un gène de sélection, le gène de la
résistance à la néomycine (NeoR) (Figure 24). La construction initiale comprenait
le gène floxé de la CAT (Chloramphenicol Acetyl Transferase) qui a été remplacé
par recombinaison avec la Cre recombinase par le gène de la néomycine. Le gène
de résistance est flanqué par deux sites LoxP. Le gène de sélection des cellules
souches est inclus à l’intérieur du vecteur cible pour l’identification des clones ES
recombinants, mais il doit être enlevé du génome de façon à minimiser la
perturbation du gène cible. Cette élimination pourra être réalisée in vitro dans les
cellules souches embryonnaires à l’aide d’un plasmide codant pour la Cre
recombinase, avant l’injection dans les blastocystes. L’autre alternative sera
d’utiliser des souris Cre délétères qui permettront l’élimination in vivo du gène de
résistance.
Cette cassette de recombinaison a été insérée dans un plasmide de type
pET qui est un plasmide donnant peu de copies lors de l’amplification
bactérienne. Cette propriété permet de limiter le nombre de réarrangements qui
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peuvent avoir lieu pendant l’amplification du plasmide. Enfin, les sites de
restriction utilisés pour la linéarisation du vecteur cible sont les sites MunI et
$grAI (Figure 25). Les enzymes sélectionnées pour linéariser le vecteur permettent
d’éliminer l’ensemble du squelette du plasmide pET permettant d’obtenir un
meilleur taux de
embryonnaires.
NP-LacZ
NP-ATG
Zone de
recombinaison
homologue
recombinaison homologue dans les cellules souches
Squelette
du vecteur
pET
FIgure 25 Carte du vecteur cible utilisé pour la recombinaison homologue dans les
cellules souches embryonnaires. Le vecteur utilisé (pET) est un vecteur à faibles copies
limitant les recombinaisons lors de son amplification en bactérie. Les sites MunI et SgrAl
correspondent aux sites de restriction servant à la linéarisation du vecteur cible. En bleu
clair, sont indiquées les régions servant à la recombinaison dans les cellules souches
embryonnaires.
La figure 26 représente les allèles réarrangés après recombinaison dans les
cellules souches et après recombinaison avec le système Cre/loxP utilisé pour
IRES
GF Sbfl
Bras Long
7kb
M uni
éliminer le gène de résistance à la néomycine.
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FIgure 26: ÉlImination du gène de sélection à la néomycine. L’utilisation d’un
vecteur codant pour la Cre recombinase permettra d’éliminer le gène de résistance à la
néomycine in vitro avant l’injection dans les blastocystes. Une autre alternative sera
d’utiliser une souris Cre délétère pour éliminer le gène de résistance à la néomycine in
vivo.
B. Vérifications de l’intégrité du vecteur
Le vecteur cible sera introduit dans les cellules souches embryonnaires
par recombinaison homologue entre les bras d’homologie et transmis à travers la
lignée germinale des souris chimériques. Lïntégrité du vecteur doit donc être
correcte pour éviter le transfert de mutations non désirées dans le gène cible. Le
vecteur cible a été séquencé et de nombreuses digestions enzymatiques ont été
réalisées nous permettant de vérifier le profil de restriction théorique. Les
résultats de ces analyses nous ont révélé un réarrangement entre les sites LoxP,
et une perturbation au niveau du bras court servant à la recombinaison. La
cassette de sélection contenue entre les sites LoxP a été certainement éliminée au
cours d’une amplification bactérienne. Concernant le bras court, des
modifications du vecteur ont nécessité des étapes de recombinaison homologue
dans les bactéries, et une mauvaise recombinaison est certainement à l’origine
des réarrangements aberrants. L’élaboration du vecteur cible correct est encore
en cours.
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C. Perspectives
L’élaboration d’une souris inactivée pour le gène de la neuropoiétine
permettra d’étudier le profil d’expression de cette protéine dans le développement
embryonnaire. L’incorporation de deux gènes rapporteurs permettra une étude
détaillée des cellules dans lesquelles s’expriment la neuropoiétine. La 3-
galactosidase permettra de visualiser par microscopie les tissus exprimant la
neuropoiétine. La eGFP permettra de sélectionner par cytométrie de flux les
cellules exprimant la neuropoiétine.
Les souris transgéniques pourront être analysées à l’état homozygote pour étudier
le rôle et la fonction de la neuropoiétine. Dans l’éventualité d’une létalité due à
l’inactivation de la protéine, les souris pourront également être analysées à l’état
hétérozygote pour étudier le profil d’expression de la neuropoiétine dans les
tissus. Enfin, ces souris NP-/- pourront être croisées avec des souris CLC-I- et
CNTF-/- pour étudier le rôle précis de ces cytokines.
Chapitre 6. Voies de signalisation empruntées par
la neuropoiétine
I. Introduction
La neuropoiétine est une cytokine nouvellement identifiée appartenant à la
famille de flL-6 (Derouet et ai, 2004). La neuropoiétine recrute le même complexe
récepteur que celui du CNTF et de CLC/CLF et permet la prolifération de modèles
de précurseurs neuronaux (Derouet et ai, 2004). Contrairement à CLC et CNTF,
la neuropoiétine a un mode de sécrétion classique. Son profil d’expression est
restreint au système nerveux central, et notamment dans les zones de
développement des précurseurs neuronaux comme le neuroépithélium olfactif et
rétinien. Cette cytokine, exprimée uniquement durant le développement
embryonnaire de la souris, a également pu être identifiée dans plusieurs espèces
dont le rat et le chimpanzé. Cependant, chez l’homme, le gène de la neuropoiétine
se retrouve sous forme de pseudogène une délétion de 8 nucléotides entraîne un
décalage du cadre de lecture et une protéine non fonctionnelle (Derouet et ai,
2004). Dans le but de mieux comprendre la fonction de cette protéine, nous
avons étudié à l’aide de lignées cellulaires dérivées de neuroblastomes exprimant
le récepteur au CNTF, les voies de signalisation activées par cette cytokine. Nous
avons démontré, que cette cytokine permet l’activation des voies de signalisation
JAK/STAT (plus particulièrement STAT1, STAT3 et $TAT5), ainsi que la voie des
MA? kinases et de la PI3K/Akt. Dans cette étude, nous n’observons pas de
différence significative après activation de ces mêmes cellules par le CNTF. Cette
cytokine entraîne également une augmentation importante de la synthèse d’un
neuropeptide : le « vasoactive intestinal peptide » (VIP).
Les résultats obtenus dans cette étude renforcent la similarité
fonctionnelle entre le CNTF et la neuropoiétine, dernier ligand identifié du
récepteur tripartite au CNTF.
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SUMMARY
Ciliary neurotrophic factor (CNTF) is a cytokine supporting the
differentiation and survival of a number of neural ceil types. Its receptor complex
consists of a ligand binding component, CNTFRŒ, associated with two signalling
receptor components, gpl3O and leukemia inhibitory factor receptor (LIFR).
Striking phenotypic differences between CNTF- and CNTFRŒ-deftcient mice
suggest that CNTFRu serves as a receptor for a second developmentally important
ligand. We recently demonstrated that neuropoietin displayed activities on ceils
expressing the tripartite CNTF receptor on their surface and constituted an
alternative ligand for CNTF receptor. In this present study we examined in detail
the different signalling pathways recruited by the neuropoietin in neuroblastoma
derived ceil unes. In contrast to that reported before for CNTF, soluble CNTFR
faiied to promote the action of neuropoietin, and an absolute requirement of ffie
membrane form of CNTFR was required to generate a functional response to the
cytokine. Results obtained showed an activation of Janus kinases (JAK1, JAK2,
TYK2) leading to a tyrosine phosphorylation of the gpl3O and LIFR. The
phosphorylated signaliing receptors served in turn as docking proteins for signal
transducing molecules such as STAT3. In vitro analysis revealed the gpl3O-LIFR
pathway also stimulated the P13-kinase and the MAPK pathways. Moreover,
neuropoietin induced expression of vasoactive intestinal peptide in SK-N-GP ccli
une. This study reinforces the functional similarity between CNTF and
neuropoietin defining the new ligand for CNTFR.
KEYWORDS
Neuropoietin, CNTF, cytokine, signaliing pathway, VIP
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INTRODUCTION
The activation of gp 130 signal transducing receptor molecule distinguishes
a group of cytokines referred to as the interleukin (IL-) 6 family. This family
involves 9 members: IL-6, IL-11, IL-27, leukemia inhibitory factor (LIF),
oncostatin M (OSM), ciliary neurotrophic factor f CNTF), cardiotrophin-1 (CT-1),
cardiotrophin-like cytokine (CLC) and neuropoietin (NP). These cytokines have
limited sequence homologies but share a four lieux bundie structure (Bazan,
1991; Orotzinger et ut., 1997; Murakami et al., 2004). Depending on the
activating ligand, gp 130 can either homodimerize in the presence of IL-6 and IL
11 or associate with LIF receptor (LIFR), when recruited by LIF, OSM, CNTF, CT
1, CLC and NP. In addition to these shared signalling receptors subunits, the
CNTF receptor (CNTFR) complex implicates a third specfficity-determining binding
component designed CNTFRa, which is anchored to the membrane througli a
glycosylphosphatidylinositol anchor (Davis et al., 1991; Baumann et al., 1993;
Davis et al., 1993a; Davis et al., 1993b; Gearing et al., 1994; Grotzinger, 2002).
Association of CNTF to the CNTFR components subsequently leads to gpl3O-LIFR
dimerization and activation event Ïeads to the recruitment of Janus kinases
(JAK1, JAK2, TYK2) (Lutticken et al., 1994b; Narazaki et al., 1994; Stahl et al.,
1994; Guschin et al., 1995; Stahi et al., 1995). Tyrosine phosphorylated gpl3O
and LIFR in turn serve as docking proteins for signal transducing molecules such
as STAT3 and SHP-2 (Bonni et al., 1993; Wegenka et aÏ., 1994; Boulton et al.,
1995; Lai et aL, 1995; Stahi et al., 1995; Zhang et al., 1995). In vitro studies have
also shown that the gpl3O-LIFR pathway can stimulate the P13-kinase and the
MAPK activity (Boulton et al., 1994; Thoma et al., 1994; Schiemann et ut., 1995;
Oh et al., 1998).
CNTF was characterized through its ability to sustain the survival of
parasympathetic and motor neurons in vitro and in vivo (Stocidi et al., 1989;
Arakawa et al., 1990; Oppenheim et al., 1991). CNTF can aiso attenuate the
motor deficits found in different strains of mice with neuromuscular deficiencies
(Sendtner et al., 1992; Curtis et al., 1993; Mitsumoto et al., 1994; Linker et al.,
2002). Beside its activifies on the nen’ous system, CNTF, which also displays
trophic effects on denervated skeletal muscle, is a regulator of muscular strength
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in aging, and can reduce body fat (Heigren et al., 1994; Guillet et aÏ., 1999;
Lambert et al., 2001).
Cntf-deficient mice display only a mild loss of motor neurons leading to
minor muscle weakness (Masu et al., 1993). In addition, a nuil mutation in ffie
human cntf gene does not lead to neurological deficits even at advanced ages
(Takahashi et aÏ., 1994). In contrast, the CNTFRa subunit is essential for ffie
survival of nearly haif of ail motor neurons during development, and mice
harboring a homozygous cntfrœ/- mutation die shortly after birth (DeChiara et al.,
1995). These dramatic viability differences indicate that CNTFRa plays a critical
role during development at a period when CNTF is aimost absent and suggest the
existence of one or more developmentally important ligand(s)(DeChiara et al.,
1995).
We previously established that CLC, in association with either soluble CLF
receptor (Elson et al., 2000), or with a soluble form of CNTFRa (Plun-Favreau et
al., 2001), generates soluble composite cytokines that aiso bind and activate the
CNTFR complex (Elson et al., 2000; Lelievre et al., 2001; Plun-Favreau et al.,
2001; Rousseau et al., 2006). Recently, we have characterized a third ligand for
the tripartite CNTFR complex, we named neuropoietin (NP)(Derouet et al., 2004).
NP is only expressed during embryonic life when CNTF and CLC are absent, or
barely detectable, postulating for an important role of NP in nervous system
development. Moreover, NP can sustain motor neuron survival and could increase
neurosphere proliferation in vitro (Derouet et al., 2004). In this present study we
examined the signalling pathways recruited by the NP in cdl unes of neural
origin. This study provides new information about the intracellular signalling
mechanisms by which NP activates neuropeptide gene transcription.
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MATERIAL AND METHODS
Cetis and Reagents
SK-SY5Y arrd SK-N-GP neuroblastoma ccli unes (American Type Culture
Collection, Manassas, VA) were routinely grown in RPMI culture medium
supplemented with 10% fetal calf serum. CNTF and IL-4 were purchased from R
& D Systems (Minneapolis, MN, USA). The 4G10 anti-phosphotyrosine mAb was
bought from Upstate Biotechnology Inc. (Lake Placid, NY, USA). Polyclonal
antibodies raised against STAT3, STAT1, JAK1, JAK2, TYK2, p85 (P13-kinase)
were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). The specffic mAb for
phospho-705-STAT3, phospho-701-STAT1, STAT5 and phospho-694-STAT5, the
antibodies detecting total and phospho ERK1/2 (Thr202/Tyr204), antibodies
against phospho-AKT (Ser473) and AKT were purchased from Ccli Signalling
Technology (Beverly, MA, USA). Monoclonal antibodies: AN-HH1 (anti-gpl3O); AN
B2 (anti-CNTFRa); AN-E 1 (anti-LIFRI3) and LIF were produced in the laboratory as
described (Elson et al., 2000; Plun-Favreau et al., 2001). The neutralizing
monoclonal antibody anti-gp 130 (clone BP-8) was purchased from Diaclone
(Besançon, France). Goat anti-mouse and anti-rabbit peroxidase labeled
immunoglobulins were from Biosource (CA, USA).
ftow cytometry anatysis
For the detection of the tripartite CNTF receptor, SK-N-GP and SY-SY5Y
wcre incubated for 30 min at 4°C with 10 ig/ml with anti-CNTFRa, anti-LIFR,
anti-gp 130 monoclonal antibodies or an isotype control, before using the
phycoerythrin-conjugated anti-mouse antibody as secondary antibody.
Fluorescence was analyzed on a FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson,
Mountain View, CA).
Neuropoietin Purification
HEK 293 ccli une was stably transfected with a plasmid (pcDNA3. 1 /D
TOPO V5-His) containing the cDNA encoding the neuropoietin, using Exgen
reagent (Euromedex, Souffleweyersheim, France). For NP production, the stably
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transfected HEK ceils were grown in RPMI culture medium supplemented with
10% fetal caif serum until confluence, then ceils were maintained in Yssel
medium (Yssel et al., 1984) supplemented with 100 nM phorbol myristate acetate
during 72h culture period. NP tagged with a 6His-Tag, was affinity purified using
HisTrap column beads (0E Healthcare), from culture supernatant. Eluted
fractions were next submitted to SDS-PAGE silver staining to evaluate their
concentrations. Positive fractions were dialyzed against PBS and sterile filtered
before use.
Tyrosine Phosphorylation, Immunopreczjitation and Western Blot Analysis
After a 24-h semm starvation, the celis were stimulated for 10 min in the
presence of the indicated cytokine. The ceils were lysed in SDS sample buffer
(62.5 mM Tris-HC1 pH 6.8, 2 % SDS, 10 % glycerol, 50 mM DTT’, 0.1 %
bromophenol blue), sonicated and then submitted to SDS-PAGE gel
electrophoresis and transferred onto an Immobilon-P transfer membrane
(Millipore). The membranes were subsequently incubated with the indicated
primary antibody overnight before being incubated with the appropriate
secondary antibody labeled with horseradish peroxidase for 60 min. The reaction
was visualized using ECL reagent on an image Master camera from Amersham
(Uppsala, Sweden). In some experiments, the membranes were stripped ovemight
in 0.1 M glycine-HC1 pH 2.7, and neutralized in 1 M Tris-HC1 pH 7.6, before
reblotting. For immunoprecipitation experiments, the ceils were lysed in 10 mM
Tris-HCÏ pH 7.6, 5 mM EDTA, 50 mM NaC1, 50 mM sodium fluoride, 1 mM
sodium orthovanadate, proteinase inhibitors (1 mg/ml pepstatin, 2 mg/ml
leupeptin, 5 mg/ml aprotinin, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride), and 1%
Nonidet P-40 (Robledo et al., 1997). After lysis and centrifugation to pellet
insoluble material, the supernatants were immunoprecipitated overnight at 4°C
with 5 pg of appropriate antibody. Then, the complexes were isolated using beads
coupled to Protein A, washed and treated as described above. For neutralizing
experiments, celis were first pre-incubated with 25 ig/ml antibody before being
activated with 5 ng/ml cytokine for 10 mi and subsequently analyzed as above.
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Reut time PCR
After a starvation step, ceils were activated with appropriate cytokine
during indicated time. RNA was extracted using Trizol (Invitrogen) according to
the manufacturer’s protocol. The RNA was reversed transcribed into cDNA using
random hexamers primers and Superscript II reverse transcriptase reagents
(Invitrogen). Primers for the genes of interest were designed using primer design
software Primer3 and optimized for use. Sequences are available upon request.
Ail PCR assays were performed in dupiicate with 50 ng of cDNA using a
Chromo4TM System (Biorad). Thermal cyciing was initiated with an incubation of
95°C for 3 min to activate the polymerase, then 40 cycles of 95 °C for 10 s, 55 °C
for 15 s and 72°c for 15s. OAPDH was used as a loading control for each sample.
The t\Ct method was used for quantification. GAPDH, HPRT1 and HSPCB were
used as housekeeping genes against which ail samples were multiple normalized
(Vandesompele et al., 2002).
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RESULTS
Recruitment ofJanus Kinases by NP
We previously reported the requirement of an expression of three CNTF
receptor subunits, e.g. CNTFR, gp130, LIfR, on the ccli membrane to observe a
functional response to NP. In the present study we dissected the NP signaliing
properties using two neuroblastoma ccli unes, as modeis. SK-NGP and SK-SY-5Y
neuroblastma ceils expressed on their surface the three subunits defining the NP
functional receptor as detected by flow cytometry (Figure 1). Receptor activation
can lead to an activation of Jak 1, Jak2 and Tyk2 (Derouet et aÏ., 2004) but no
recruitment of Jak3 could be evidenced (data flot shown).
NP activates tyrosine phosphorylation of STAT1, STAT3 and STAT5
Downstream signalling events were further analyzed by studying the
activation level of STAT proteins in response to NP. As shown in figure 2, 5K-N-
QP and SK-SY5Y stimuiation with either, LIF, CNTF or NP elicited to an activation
of STAT3 and to a weaker extent STAT1 in a dose-dependant manner (Figure 2).
NP activated phosphorylation of STAT3, with a maximal activation observed for a
1 nM NP concentration (or 25 ng/ml). To a weaker extend, STAT5
phosphorylation was observed in SK-N-GP after NP stimulation (figure 2A).
Kinetic analysis of STAT3 activation shows that a signal is already detectable
after a 2-min contact with NP, that peaked at 20-min prior start decreasing after
a 60-min incubation (Figure 3A). Obtained resuits were in agreement with the
reported time course of receptor activation by CNTF (Kaur et al., 2002).
The invoivement of gp 130 signailing subunits in NP-induced STAT3 activation
was reinforced by studying the inhibition of STAT3 phosphoryiation after addition
of anti-gpl3O neutralizing antibodies in the ccli cultures (Figure 3B). We
previousiy reported the abiiity of AN-HH1 type antibody to neutralize gpl3O ccli
signalling mediated by ail the IL-6 family members, by acting on receptor
dimerization, but not on Ïigand binding. Accordingly, AN-HH 1 inhibited the gp 130
recruitment in response to three iigands: LIF, CNTF and NP. In contrast, B-P8
mAb recognized a functionai epitope specificaiiy engaged in the activation of
gpl3O signalling receptor by CNTF (Chevalier 1997). Similarly to that observed for
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CNTF, B-P8 mAb neutralized the NP response but not LIF signaliing, indicating
that boffi, CNTF and NP, share a same functional epitope to recruit gpl3O
receptor.
Involvement ofAKT and MAP kinase pathway in NP signalling
We then investigated the role of two pathways implicated in the signalling
of the IL-6 family of cytokines, namely PI-3 kinase/Akt and MAP kinase pathways
(Heinrich et al., 1998; Heinrich et al., 2003). We flrst studied the foie of PI-3
kinase/Akt pathway by measuring the tyrosine phosphorylation level of Akt in the
two neuroblastoma ceii unes by western blotting experiments (Figure 4A and B).
Celis were treated with different concentrations of NP for 10 min. Western blot
protein extract analysis revealed a marked increase in the level of phospho-Akt
compared with untreated cultures, with a plateau value reached for a NP
concentration of 1 nM. This resuit establishes that the PI-3 kinase/Akt pathway
played an important role in mediating NP signalling.
ERK1 and ERK2, invoived in the MAP kinase pathway have been shown to play
important roles in mediating the mitogenic effects of the IL-6 famiiy members. To
determine whether NP activates MAP kinase signalling as weil, the neurobiastoma
celis were grown ovemight in defined medium and then treated wfth increasing
concentrations of NP. ERK 1 and ERK2 activation was determined by measuring
their tyrosine phosphorylation levels. Stimulation of the neuroblastoma ceiis wiffi
NP increased basal values (Figure 4A and B). A maximum activation levei was
observed for a 2 nM range of NP (50 ng/mL) in both tested ceil unes. These
resuits demonstrate involvement of the MAP kinase signaliing pathway in
functional responses to NP.
SOCS3 is implicated in the negative feedback ofJAK-STA T signatting pathway
Proteins of the SOCS famiiy are potent inhibitor of the JAK/STAT
signaliing cascade, negativeiy regulating signal transduction of a variety of
cytokines, including gpl3O pathway cytokines. Measurements of SOCS
expression in SK-N-GP ceils activated with NP or CNTF was carried out by
quantitative RT-PCR Obtained resuits showed a significant induction of SOCS3
after a 24h treatment with either cytokine (Figure 5). following stimulation with
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NP, SOCS3 was induced 300-fold above untreated control. In contrast, the
remaining SOCS family members did not modulate their expression level after a
NP, or CNTF, ceil contact.
NP increases the mRNA expression of TRK4 in neuroblastoma celi unes.
To study the possibility for NP to act synergically with additional growth
factor(s), we first looked for an induction of tyrosine kinase receptors in response
to the cytokine. Determination of 1$ different tyrosine kinase receptor
expressions was carried out by quantitative RT-PCR. SK-N-GP ceils were exposed
for 24h to 1 nM NP or to 0.5 nM CNTF, and transcript leveis encoding tyrosine
kinase receptors were measured (Figure 6). An absence of expression was noted
for c-fms, ron, fit-3, fit-4 and tie- 1. The 13 remaining receptors were present in
the studied ceil une, and a 2.5 and 3.5-fold TrkA RNA induction was observed
with NP and CNTF respectively. For the other genes, no or oniy slight variations
in their expression were observed.
N? induces mRNA expression of VIF.
CNTF is known to alter the expression of several neuropeptides; it
increases vasoactive intestinal peptide (VIP), somatostatin and substance P and
decreases neuropeptide Y (NPY) (Rao et al., 1992). We tested the possibility for NP,
acting through CNTF receptor complex, to regulate different neuropeptide
expressions in SK-N-GP ceils. Celis were first tested by real time PCR for
expression of VIP, NPY, tyrosine hydroxylase, galanin and somatostatin. Ail these
genes were detected in SK-N-GP ceils with exception of somatostatin (Figure 7A).
Analysis of transcript induction of these genes expressed in SK-N-GP was done
after 24h of NP treatment compared with untreated celis (Figure 7B). As it was
shown, a 300-fold increased expression of VIP neuropeptide was observed in the
neuroblastoma. A minor induction was obtained for the catecholamine
biosynthetic enzyme tyrosine hydroxylase (TH) with an increase of 2.9-fold.
However, no variation in NPY and galanin transcripts was observed in the studied
ceils, in response to NP or CNTF (Figure 7B).
As VIP was the more induced gene by NP, we next compared the ability of NP and
CNTF to increase the transcript of this neuropeptide. Mthough, the SK-N-GP ceils
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were exposed for 5 or 24h to NP (50 ng/mL) or to CNTF (20 ng/mL), and the
cellular content of VIP mRNA was analyzed (Figure 8A). The mRNA was increased
300-fold after 24h of NP contact compared with untreated celis, whereas an
increase of 150-fold was observed with CNTF. NP seems to be more effective than
CNTF on the activation of VIP. A time course of VIP mRNA induction was done on
this celi une with NP. The increased of VIP mRNA reached a maximum after 24 h
of contact (Figure 85) and for a concentration of 2nM of NP (Figure 8C).
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DISCUSSION
Neuropoietin gene was identffied by structural profile-based computational
screen of mouse genome (Derouet et al., 2004). It acts through a membrane
receptor complex comprising CNTF receptor-a component, gpl3O and LIFR, and
together with CLC/CLF composite cytokine and CNTf, NP represents a third
ligand for this receptor complex. Neuropoietin is highly expressed during
development in neuroepiffielia and is also observed in retina and skeletal muscle
at the same stage.
Because of the difficulty to obtain large amounts of primary cultures of
embryonic neurons to perform signalling studies, the experiments were carried
out using neuroblastoma derived ceil unes. In the present study, we have
analyzed the cdl signalling mechanisms observed in response to the NP and
compared the recruited pathways with those activated by CNTF. Our analysis
demonstrates a large overlap betwcen the pathways activated by NP and CNTF.
0p130 signalling receptor is involved in the formation of receptor
complexes of ten different cytokines (Heinrich et al., 2003). Some of them, such
as OSM, cari directly bind gpl3O, whereas others will induce dimerizafion of
gpl3O with related cytokine receptors (Hibi et al., 1990; Gearing et al., 1992).
These processes occur through the recognition of different contact points, or
sites, expressed at the receptor surface. Some of these contact points are cytokine
specific, and will not be recruited by a neighboring cytokine (Olivier et al., 2000;
Grotzinger, 2002; Boulanger et aï., 2003a; Boulanger et aï., 2003b; Plun-Favreau
et al., 2003). We previously showed that CNTF functional activity, but not LIF,
cardiotrophin-1 or 05M responses, could specifically be neutralized by B-P8
monoclonal antibody directed against gpl3O (Chevalier et aÏ., 1996). In the
present work, we have shown that the sanie antibody also blocked the NP
response indicating that both CNTF and NP recognized gpl3O through a shared
epitope.
In neuroblastoma ceils, NP triggered gpl3O-LIFR recmitment and tyrosine
phosphorylation induced by JAK tyrosine kinases. As reported for related ligands,
an activation of JAK 1, JAK2 and TYK2 was observed in response to NP activation
(Lutticken et al., 1994a; Narazaki et al., 1994; Stahl et al., 1994; Guschin et al.,
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1995; Stahi et al., 1995). According to the respective phenotypes demonstrated in
JAK kinase deficient mice (Thomis et aL, 1995; Parganas et al., 199$;
Karaghiosoff et al., 2000), we can hypothesize a prevalent involvement of JAK1 in
gpl3O-LIFR signalling in response to NP and CNTF (Rodig et al., 199$).
Additionally, in Jakl-/- mice, neurons are unable to respond to the ligands of the
gp 130 receptor family and die by apoptosis, whereas neuronal development was
not affected in mice lacking JAK2, JAK3 or TYK2 (Thomis et al., 1995; Parganas
et al., 1998; Karaghiosoff et al., 2000).
Following NP ceil activation and JAK activation, information is relayed to
the nucleus by different signalling molecules, including ffie STAT 1, STAT3, STAT5
transcriptional activators, which are quicldy recruited by this novel CNTFR
ligand. Some differences were observed in the tyrosine phosphorylation levels of
the STAT proteins in response to NP. An induction of phosphorylated STAT3 was
observed for a 5- and 10- fold lower NP concentration compared to phosho-STAT1
and phospho-STAT5 respectively. These resuits are in agreement with an usual
stronger phospho-STAT3 recruitment observed in response to the gp 130
signalling cytokines (Stahi et al., 1994). STAT3 is essential for the early
development of the mouse embryo (Takeda et al., 1997). Embryos developed unfil
E6 before a rapid degeneration wiffi no obvious mesoderm formation. Involvement
of STAT3 in CNTf signalling was demonstrated initially using neuroblastoma ceil
unes or receptor reconstituted systems expressed in fibroblast ceil unes (Bonni et
al., 1993; Stahi et al., 1995). Since, their functional responses to CNTF have been
detected in celis of guai origin (Bonni et al., 1997; Kahn et al., 1997). The present
work led to related conclusions by demonstrating that STAT3 is also a major
signalling protein for the NP. The effect of the cytokine on celis of guai origin
remains to be established. We also detect to a lesser level, a STAT1 and STAT5
activation in NP signal transduction. STAT1 gene inactivation in the mouse has
underlined its essential involvement in mediating the antiviral properties of
interferons, although no evidence was found for an alteration of the responses
mediated through the gpl3O pathway in these mice (Meraz et al., 1996). Absence
of STAT5 results in severe combined immunodeficiency in mice (Yao et al., 2006),
but not in a nervous system deficiency, suggesting that this latter pathway is not
a major signalling pathway for the NP response.
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A robust recruitment of the P13-kinase/AKT pathway was also observed in
response to NP and to CNTF. AKT recruitment was dose dependent and reached a
plateau value for a 25 ng/ml of NP, similar to that observed for ffie STAT3
induction. P13-kinase has previously been reported to act upstream of MAP
kinase activation when the gpl3O/LIFR complex bound LIF (Oh et al., 1998). In
the present study, we also observed a strong induction of ERK1 and ERK2
tyrosine phosphorylation following cellular activation by NP.
STAT, AKT and MAPK pathway activation were transient pointing towards
the existence of a negative regulatory ioop for NP response. This points out a
mechanism for NP desensitization process, possibly involving the inhibition of
JAK activity through SOCS. SOCS are a family of negative regulatory proteins
induced by cytokine signais (Yoshimura et al., 1995; Endo et al., 1997; Naka et
al., 1997; Starr et al., 1997; Yoshimtira, 2005). They modulate signalling by
several mechanisms, which include inactivation of the Janus Kinase (JAKs),
blocking access of the STATs to receptor binding sites, and ubiquitination of
signalling proteins and their subsequent targefing to the proteasome (Yoshimura,
2005). SOCS1 and SOCS3 are lmown to inhibit response to a number of
cytokines (Nicholson et al., 1999). We found that SOCS3 expression was strongly
induced by NF and CNTF, whereas transcription of related SOCS members
remained unchanged, reinforcing the idea of a similar regulation mode for both
mediators.
We tested the possibility for NP to act synergically with tyrosine kinase
receptor pathways. We demonstrate that among a series of 18 tested receptors,
NP only increased the expression of TrkA, opening the possibility for collaboration
between NGF, the TrkA ligand, and NP pathways. Interestingly, a related
observation was also reported and shown a TrkA up-regulation in a
neuroblastoma ceil line treated with CNTF (Bogenmann et al., 1998). Other
studies also evidenced a synergistic effect on survival and neurite outgrowth of
motor and sensory neurons in response to a NGF/CNTF association (Thaler et al.,
1994; Oyesiku & Wigston, 1996). We can hypothesize that a similar synergy
should occur between NP and neutrophins during neural development.
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CNTF is a potent modulator of neuropeptides and neurotransmitter
synthetic enzyme gene expression in sympathetic neurons (Symes et al., 1993). A
real time RT-PCR analysis revealed an endogenous expression of VIP, tyrosine
hydroxylase, galanin and NPY in the SK-N-GP cell une, giving an opportunity for a
first approach of NP regulatory properties on these mediators. Some of these
regulators previously reported as modulated by CNTF, remained unchanged after
treating the studied celi une with either CNTF or NP (NPY, somatostatin, galanin)
(Symes et al., 1993). SK-N-GP may lack part of the transcriptional machinery for
the genes encoding these peptides. Interestingly a strong induction of VIP was
observed in the presence of NP. Changes in the level of VIP mRNA are detectable
1h after NP application, and the transcripts continue to increase for 24h. The
regulation of VIP gene transcription by NP in the SK-N-GP neuroblastoma celi line
provides the opportunity to investigate mechanisms through which NP could
influence the determination of sympathetic neuron phenotype.
In conclusion, we show in neuroblastoma cdl lines, that NP is able to
recruit the STAT, P13-kinase, MAP kinase and SOCS pathways. This study
reinforces the functional similarity between NP and CNTF defining, beside
CLC/CLF composite cytokine, a third ligand for CNTFRa (Elson et al., 2000;
Derouet et al., 2004). Additional studies on primary cultures of rodent neurons
should bring complementary information in the understanding of NP biology.
Similarly, NP gene inactivation, as well as the successive knock-out of three
CNTFRa ligands will give major informations on this pathway in neural
development.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1: Neuroblastoma celi unes expressed the three chains of CNTF
receptor.
The SK-N-GP and SK-$Y-5Y neuroblastoma celi unes were incubated either with
lOOng of IgG control antibody, anti-CNTFRŒ, anti-LIFRf3 or anti-gp 130 for 30 min.
Fluorescence was analyzed by flow cytometïy.
Figure 2: NP induces tyrosine phosphorylation of STAT1, STAT3 and STAT5
transducing proteins.
SK-N-GP (A.) and SK-SY-5Y (B.) ceils were incubated either with or without 25
ng/mL of IL-4 and LIF, or 10 ng/ml of CNTF, or indicated concentrations of NP
for 10 min. After lysis in sample buffer, proteins were analyzed in SDS-PAQE
western blotting using a monoclonal anti phospho-STAT3 antibody (P-$TAT3), or
a monoclonal anti phospho-STAT1 antibody (P-STAT1), or a monoclonal anti
phospho-STAT5 antibody (P-STAT5) as indicated. The blots were stripped and
reprobed with a polyclonal antibody recognizing activated and non activated
proteins.
Figure 3: A functional membrane CNTFR expression is requfred to induce
the STAT3 pathway activation in response to NP
A. SK-N-GP celis were activated with 50 ng/mL of NP for 2-120 min. After lysis,
the lysates were subjected to immunoblot analysis using a monoclonal anti
phospho-STAT3 antibody (P-STAT3). The blots were stripped and reprobed with a
polyclonal antibody recognizing activated and non activated STAT3.
B. AN-HH1 is a specific gpl3O neutralizing antibody; B-P8 antibody inhibits
specifically the CNTF activity. Cytokines (5ng/ml for NP and LIF; lng/ml for
CNTF) were incubated with indicated antibodies (50ig/mL) for 1h at 37°C. SK-N
GP celis were incubated either with or without antibodies and cytokines for 10
min. After lysis in sample buffer, proteins were analyzed in SDS-PAGE western
blotting using a monoclonal anti phospho-STAT3 antibody (P-STAT3). The blots
were stripped and reprobed with a polyclonal antibody recognizing activated and
non activated STAT3 proteins.
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Figure 4: NP activated P13-kinase/AKT and MAP Kinase (ERK1/ERK2)
pathways
$K-N-GP (A.) and SK-SY5Y (B.) ceils were incubated either with or without 25
ng/mL of IL-4 and LIF, or 10 ng/ml of CNTF, or indicated concentrations of NP
for 10 min. After lysis in sample buffer, proteins were analyzed in SDS-PAGE
western blotting using a monoclonal anti phospho-Akt antibody (P-Akt), or with
antibodies specific for activated ERK1 and ERK2. The blots were stripped and
reprobed with a polyclonal antibody recognizing activated and non activated
proteins.
Figure 5: Expression of SOCS3 is actfvated in response to NP induction.
The gene expression of SOCS family was analyzed by real time PCR. SK-N-GP
celis were stimulated without cytokine or with 50 ng/ml of NP or with 20 ng/ml
of CNTF for 24h. Total RNA were extracted before being reverse transcribed. Each
sample was made in duplicate and normalized with 3 hou se keeping genes
(GAPDH, HPRT1 and HSPCB). Resuits show ffie induction factor obtained in
comparing the expression in non stimulated ceils and in stimulated ceils. N.D.:
Not determined.
Figure 6: Expression profiles of tyrosine receptors in neuroblastoma SK-N
GP celi unes
The cellular content of different tyrosine receptor cDNA was analyzed by real time
PCR. SK-N-GP ceils were stimulated without cytokine or with SOng/ml of NP or
with 20 ng/ml of CNTF for 24h. Total RNA were extracted before being reverse
transcribed. Each sample was made in duplicate and normalized with 3 house
keeping genes (GAPDH, HPRT1 and HSPCB). Resuits show the induction factor
obtained in comparing the expression in non stimulated ceils and in stimulated
ceils. n.e.: not expressed.
Figure 7 t Neuropeptide expression in SK-N-GP ceil une.
The expression of neuropeptides (Tyrosine Hydroxylase (TH), neuropeptide Y
(NPY), VIP, Galanin,) was analyzed by real time PCR. SK-N-GP ceils were
stimulated with or without neuropoietin for 24h. Total RNA were extracted before
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being reverse transcribed. Each sample was made in duplicate and normalized
with 3 house keeping genes (GAPDH, HPRT1 and HSPCB). Resuits show the
normalized quantities (A.) and the induction factor (B.) obtained in comparing the
expression in non stimulated celis and in stimulated ceils. A. SK-N-GP expressed
a high level of Galanin. In a Ïesser extent, SK-N-GP expressed VIP and NPY
transcripts. TH was slightly expressed. Somatostatin was not expressed. Resuits
were the mean of three different experiments. B. VIP is highly induced alter a 24h
NP activation.
Figure 8: NP induced the expression ofVIP in neuroblastoma celi unes
The expression of VIP was analyzed by real time PCR. SK-N-GP ceils were
stimulated with or without cytokine for indicated times. Total RNA were extracted
before being reverse transcribed. Each sample was made in duplicate and
normalized with 3 bouse keeping genes (GAPDH, HPRT1 and HSPCB). Resuits
show the induction factor obtained in comparing the expression in non
stimulated celis and in stimulated celis. A. NP induced an increase of VIP
expression in SK-N-GP alter 24h of treatment. Resuits were the mean of three
different experiments. B. Kinetic analysis of VIP expression induction was realized
on SK-N-GP at indicated times, with a maximum induction alter 24h treatment.
C. NP induced a VIP expression in a dose dependant manner.
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Discussion
Les cytokines de la famille de VIL-6 sont des médiateurs solubles qui ont
un très large spectre d’action entraînant des réponses biologiques variées
(Heinrich et ai, 1998). Un élément important du système cytokine/récepteur de la
famille de VIL-6 est le phénomène de redondance fonctionnelle entre certaines
cytokines de cette famille. Le récepteur au CNTF possède trois ligands le CNTF,
le complexe CLC/CLF et la neuropoiétine (Ip and Yancopoulos, 1992; Ip et aï,
1993; Elson et ai, 2000; Derouet et ai, 2004). La chaîne cx spécifique de ce
récepteur, le CNTFRcx, est exprimée durant le développement des précurseurs
neuronaux dans le neuro-épithélium et la crête neurale (Ip et ai, 1993). Les
similarités d’activités des trois ligands du CNTFRcx suggèrent une redondance
fonctionnelle importante entre le CNTF, CLC et la neuropoiétine ($leeman et ai,
2000; Lelievre et ai, 2001; Derouet et aï, 2004; Vlotides et ai, 2004).
Le gène de la neuropoiétine chez l’humain présente une délétion de 8 nucléotides,
entraînant un décalage du cadre de lecture et la synthèse d’une protéine non
fonctionnelle (Derouet et ai, 2004). Le gène de la neuropoiétine étant inactif chez
l’humain, ceci implique une mise en place différente du développement nerveux
en comparaison avec celui des autres mammifères comme la souris ou le singe
qui possède la neuropoiétine (Derouet et cxi, 2004). Cette cytokine, au même titre
que le CNTF et CLC, peut permettre la survie in vitro de motoneurones murins
(Arakawa et aï, 1990; Forger et ai, 2003; Derouet et aï, 2004) et pourrait jouer ce
rôle in vivo au moment de l’embryogenèse. L’éventualité d’une copie fonctionnelle
du gène de la neuropoiétine située dans une autre partie du génome humain a
été envisagée mais aucun transcrit n’a été mis en évidence. La séquence de cette
protéine semble hautement conservée entre les espèces (Derouet et ai, 2004)
suggérant que ce gène a subi une pression de sélection importante au cours de
l’évolution et n’a évolué que récemment vers un pseudogène chez l’humain.
L’apparition de pseudogènes dans les génomes serait la marque de l’adaptation
d’un organisme à son environnement. La pression de sélection sur une fonction
liée à un gène ou une famille de gènes particuliers sera plus ou moins forte en
fonction de son avantage évolutif pour l’espèce en terme de survie (Zhang, 2003).
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Par exemple, des études récentes de génomique comparative ont démontré que la
proportion de pseudogènes dans la famille des gènes codant pour les récepteurs
olfactifs était significativement plus élevée chez l’homme que chez les grands
singes et la souris (Gilad et ai, 2003). De plus, la neuropoiétine possède une forte
similarité avec le «Receptivity Factor ». Cette protéine est une phéromone de
Salamandre qui présente des propriétés structurales communes avec les « neuro
cytokines » de la famille de VIL-6 (Rollmann et at, 1999). Si le « Receptivity factor »
est l’orthologue de la neuropoietine chez la salamandre, l’hypothèse d’une
fonction de cette cytokine au niveau du sens de l’odorat, fonction qui aurait été
perdue chez l’homme, serait à étudier.
La localisation du gène codant pour la neuropoiétine à proximité du gène de la
CT- 1 suggère une duplication récente qui pourrait également expliquer l’origine
de la redondance fonctionnelle de ces cytokines (Prince and Pickett, 2002) et la
résistance relative d’un organisme à l’inactivation d’un de ces gènes comme dans
le cas du CNTF (Takahashi et aI, 1994) ou de la neuropoiétine (Derouet et ai,
2004). Les souris inactivées pour le gène du CNTF ne présentent pas d’anomalies
neurologiques particulières et sont viables (Masu et ai, 1993). Cette observation
est corrélée avec la présence de mutations inactivant le gène du CNTF pour 2% de
la population humaine et qui n’entraînent pas de troubles neurologiques
(Takahashi et ai, 1994). Ces sujets ne possèdent donc qu’un seul des trois ligands
du récepteur au CNTf et ne présentent aucune pathologie, suggérant un rôle
essentiel de CLC et une redondance fonctionnelle entre les ligands du CNTPR.
A contrario, les souris déficientes pour le CNTFRa meurent rapidement après la
naissance et présentent une perte importante de motoneurones (DeChiara et ai,
1995). Les souris CLF-/- ne se nourrissent pas spontanément et meurent
rapidement après leur naissance l’estomac vide (Alexander et ai, 1999a). Le
phénotype des souris LIFR[3-/- est létal, les embryons présentant des anomalies
du développement des os (Ware et aÏ, 1995). L’inactivation de la chaîne gpl3O
entraîne la mort des animaux avant la naissance, gpl3O jouant un rôle crucial
dans le développement du myocarde et dans l’hématopoïèse durant
l’embryogenèse (Yoshida et ai, 1996). Lïnactivation de ces trois chaînes du
récepteur démontre donc un rôle majeur unique de chacune d’elle dans le
développement. Les souris déficientes pour le gène du LIF montrent une
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diminution importante du nombre de cellules souches de la moelle osseuse et de
la rate (Escary et ai, 1993). Le LIF supporte également la survie des
motoneurones in vitro et in vivo (Martinou et ut, 1992). L’inactivation du CNTF
entraîne chez la souris adulte une perte et une atrophie progressive de
motoneurones provoquant une diminution de la force musculaire (Masu et ai,
1993). Les souris inactivées pour ces deux cytokines présentent une perte en
motoneurones plus importante que les souris déficientes pour un seul de ces
gènes (Sendtner et ai, 1996). Le triple Knock-Out de CNTF, du LIF et de la CT-1 a
permis de définir des rôles distincts et coopératifs de ces facteurs sur le maintien
et la fonction des motoneurones (Holtmann et ai, 2005). L’inactivation du gène de
la neuropoiétine chez la souris permettra de mieux comprendre le rôle de cette
cytokine dans le développement nerveux. L’analyse du phénotype de souris
inactivées pour deux, voire trois des ligands alternatifs du récepteur au CNTf
permettra également de déterminer le rôle précis de ces cytokines au cours du
développement. De plus, le modèle murin de Knock-In inductible pour CLC nous
permettra d’étudier le rôle de sa cinétique d’expression en contrôlant son
inactivation de façon précise au cours du développement. D’après toutes ces
observations, il est certain que les trois ligands du CNTFR ont des fonctions
redondantes, mais l’inactivation de ces trois gènes nous permettra de mieux
appréhender leurs rôles distincts respectifs, et de vérifier l’importance
fonctionnelle de CLC et de la neuropoiétine.
Dans le but de comprendre le rôle de la neuropoiétine dans le
développement murin, nous avons d’abord analysé les voies de signalisation
induites par cette cytokine, et nous les avons comparées avec celles activées par
le CNTf. Notre analyse démontre une redondance entre les voies recrutées par le
CNTF et la neuropoiétine. A l’aide d’anticorps bloquant les chaînes réceptrices du
récepteur au CNTF, nous avons montré que la neuropoiétine et le CNTF
reconnaissaient la chaîne gpl3O à travers le même épitope. L’implication de
STAT3 dans la signalisation du CNTF a été démontrée initialement en utilisant
des cellules de neuroblastomes ou des systèmes de récepteurs reconstitués dans
des lignées de fibroblastes (Bonni et ai, 1993; Stahl et ai, 1995). Nous avons
également montré que STAT3 jouait un rôle majeur dans la signalisation induite
par la neuropoiétine. Or STAT3 est essentiel pour le développement précoce de
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l’embryon de souris (Takeda et ai, 1997). La neuropoiétine s’exprimant durant
l’embryogenèse (Derouet et ai, 2004), l’expression de cette cytoldne et du facteur
STAT3 pourrait jouer un rôle majeur dans le développement du système nerveux
murin. Les effets de cette cytokine sur les cellules d’origine gliale restent
cependant à déterminer. La neuropoiétine recrute aussi la voie P13-kinase/AKT.
Cette voie est activée en amont de la voie des MAP kinases qui sont également
phosphoiylées après l’induction cellulaire de la neuropoiétine. De plus, SOCS-3
qui est un inhibiteur efficace de la voie de signalisation JAK/STAT, régule de
façon négative le signal induit par CNTF (Kaur et ai, 2002). Nous avons montré
que la neuropoiétine entraînait une forte expression de SOCS-3 renforçant l’idée
d’un mode de régulation similaire pour le CNTF et la neuropoiétine. Dans des
lignées cellulaires de neuroblastomes, la neuropoiétine recrute les voies de
signalisation JAK/STAT, ainsi que les voies de la P13-kinase/Akt, des MAP
kinases et des SOCS.
De plus, le CNTF est connu pour modifier l’expression de différents
neuropeptides, en particulier, il augmente l’expression du VIP (Rao et ai, 1992).
Nous avons donc vérifié si la neuropoiétine avait le même effet que le CNTF sur
l’expression du V1P. Les mécanismes moléculaires par lesquels la neuropoiétine
influence la survie neuronale et la différenciation ne sont pas connus. Pour
commencer à caractériser les mécanismes de signalisation intracellulaire activés
par la neuropoiétine, nous avons étudié ces effets sur des cellules de
neuroblastomes. Ces cellules ont pour origine des cellules de la crête neurale
(Tsokos et ai, 1987). Nous avons montré que la neuropoiétine induisait une forte
augmentation de l’expression du VIP dans les cellules de neuroblastomes SK-N
GP d’une façon dose dépendante. Les changements dans le taux d’expression du
VIP apparaissent après deux heures de traitement et continue d’augmenter au
moins jusqu’à 24h. Le VIP est un neuropeptide de 28 acides aminés largement
distribué dans le système nerveux. Le VIP, exprimé lors du développement
embryonnaire, affecte la prolifération des précurseurs neuronaux et la
différenciation neuronale (Cazillis et ai, 2004). L’utilisation d’antagonistes
spécifiques du VIP induit une sévère microencéphalie démontrant un rôle
important du VIP dans le développement cérébral (Gressens et ai, 1997). De plus,
il a été montré que le VIP était un régulateur du NGF dans les embryons de
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souris où il stimulerait la relâche de NGF (Hill et ut, 2002). Le profil d’expression
de la neuropoiétine est restreint au système nerveux central uniquement durant
le développement embryonnaire (Derouet et aI, 2004). Cette particularité est
corrélée avec l’expression du VIP. De plus, nous avons montré une augmentation
de l’expression de TrkA qui correspond à une chaîne du récepteur au NGF, et il a
été montré que le VIP entraînait une augmentation de l’expression de ce facteur.
Il est donc possible que la neuropoiétine induise une augmentation de
l’expression du TrkA par l’intermédiaire du VIP pour répondre à une
augmentation de l’expression du NGF. Cette boucle de régulation pourrait
intervenir dans la mise en place du système nerveux lors de l’embryogenèse.
Cette étude renforce la similarité fonctionnelle entre la neuropoiétine et le CNTF.
CLC active également ces mêmes voies de signalisation (Lelievre et ai, 2001),
confirmant ainsi la redondance de ces trois ligands dans la signalisation induite
par l’intermédiaire du récepteur au CNTF. Des études supplémentaires sur des
cultures primaires de neurones pourraient nous apporter des informations
complémentaires dans la compréhension de la biologie de la neuropoiétine.
L’inactivation du gène de la neuropoiétine, comme l’inactivation des trois ligands
du récepteur au CNTF nous donnera des informations majeures sur les voies de
transduction du signal empruntées au cours du développement du système
nerveux.
Une des différences majeures entre les ligands du récepteur au CNTf est
la possibilité de former avec la forme soluble du récepteur, un complexe actif. En
effet, en plus de ses actions neuronales, le CNTF peut provoquer des effets
biologiques dans des cellules non neuronales comme les cellules gliales (Hughes
et cii, 1988; Louis et ai, l993b), les hépatocytes (Schooltink et cii, 1992), les
cellules du muscle squelettique (Heigren et cil, 1994), les cellules souches
embryonnaires (Conover et ai, 1993). Comme pour le récepteur à VIL-6, IL-6Ru,
qui sert de médiateur à Vhomodimérisation des chaînes gpl3O (Kishimoto et ai,
1995), CNTFRa peut fonctionner sous forme liée à la membrane (Davis et cil,
1991; Ip et cii, 1993) ou sous forme soluble. La forme soluble (sCNTFR) est
produite par clivage de la forme membranaire par la phospholipase C, et sert de
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cofacteur dans la potentialisation des actions du CNTF sur les cellules qui
expriment gpl3O et LIFR (Davis et ai, 1993a). Bien que la plupart des récepteurs
solubles pour les cytokines ou les facteurs de croissance agisse de façon
antagoniste avec leur équivalent membranaire, le récepteur soluble du CNTFR
garde sa capacité à lier le CNTF et agit comme un facteur agoniste paracrine ou
autocrine (Marz et ai, 1999). L’hétérodimère constitué du CNTF et de son
récepteur soluble peut entraîner un signal cellulaire indépendamment de
l’expression endogène de CNTFRa en se liant avec les sous-unités f3 gpl3O et
LIFRf3 (Davis et ai, 1993a; Rose-John and Heinrich, 1994; Stahl et ai, 1994). La
forme soluble du CNTFRa a été détectée dans le fluide cérébrospinal et le sérum
(Davis et ai, 1993a; Heigren et ai, 1994), suggérant qu’elle pourrait être impliquée
dans des effets non neuronaux du CNTP comme dans la phase aigué de la
réponse hépatique (Dittrich et ai, 1994). Bien que le complexe CNTF/sCNTFRa
n’ait pas encore été identifié in vivo, des évidences suggèrent que ce dimère serait
relâché suite à une lésion et exercerait potentiellement son action sur les
astrocytes (Ozog et ai, 2004).
Le CNTF est seulement relâché après une lésion avec une perte de l’intégrité
membranaire. Des taux accrus de CNTFRa soluble ont été détectés après une
lésion, suggérant que l’activité du CNTFRa comme un facteur relâché est d’une
importance physiologique (Panayotatos et ai, 1994; Di Marco et ai, 1997).
L’interaction de ce complexe pourrait ne pas être restreinte au système nerveux
central mais il pourrait être capable d’influencer d’autres systèmes (Ozog et aï,
2004). En effet, in vitro, le CNTFRa seul ou en combinaison avec le CNTF favorise
le chimiotacfisme des macrophages (Kobayashi and Mizisin, 2000). Ainsi, ce
complexe pourrait entraîner un stimulus chimiotactique qui initierait le
recrutement précoce des macrophages après une lésion nerveuse (Kobayashi and
Mizisin, 2000), démontrant ainsi un rôle potentiel de ce complexe en dehors du
système nerveux central.
Le CNTFR membranaire ne possède pas de domaine cytoplasmique (Davis et ai,
1991), et n’est pas connu pour interagir directement avec les médiateurs
intracellulaires. Il est peu probable que les deux isoformes du récepteur (soluble
et membranaire) soient différentes dans leur capacité à induire le signal. Une
possibilité est que les deux isoformes diffèrent dans leur capacité à être
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intemalisées après activation par le ligand (DiStefano et ai, 1996), ce qui pourrait
entraîner des actions agonistes ayant des cinétiques différentes (Di Marco et ai,
1997).
Au contraire du CNTF qui a une action à distance en complexe avec le récepteur
soluble, CLC et la neuropoiétine ne semblent pas présenter de fonctions
biologiques avec le CNTFR soluble (Di Marco et ai, 1997; Plun-Favreau et ai,
2001; Derouet et ai, 2004). En effet, le CNTFR soluble permet la sécrétion de CLC
quand ils sont co-exprimés dans la même cellule (Plun-Favreau et ai, 2001). La
co-expression de ces deux partenaires est indispensable à une activité biologique
potentielle sur une cellule exprimant uniquement les deux chaînes gpl3O et
LIFRÇ3 (Plun-Favreau et ai, 2001). En revanche, l’addition des molécules purifiées,
CLC et sCNTFR, sur des cellules n’exprimant pas la chaîne alpha est sans effet
biologique contrairement à l’addition de CNTP et CNTFR soluble. De plus, le
CNTF est relâché suite à une lésion, alors que CLC nécessite d’être complexée
dans la cellule à une chaîne réceptrice (CLF ou CNTFR) pour être sécrétée (Elson
et ai, 2000; Plun-Favreau et ai, 2001). CLC et la neuropoiétine ont donc une
action restreinte aux cellules exprimant la chaîne alpha du récepteur et sont
dépendantes de l’expression du récepteur alpha. Une différence majeure entre ces
deux ligands sécrétés est l’expression temporelle de ces cytokines la
neuropoiétine est exprimée seulement durant l’embryogenèse (Derouet et ai,
2004) alors que CLC est aussi bien exprimée chez l’adulte (Senaldi et ai, 1999;
Shi et ai, 1999) que dans l’embryon (de Bovis et ai, 2005).
L’expression de la neuropoiétine est restreinte chez la souris aux zones de
développement de précurseurs neuronaux du système nerveux central des
embryons. Son mode de sécrétion simple, par rapport aux deux autres ligands
connus du CNTFRa, fait de la neuropoiétine un facteur de croissance et de survie
autocrine pour les cellules du neuroépithélium au moment du développement.
Son expression reflète également celle du CNTFRu au niveau des neurones du
système nerveux centrai chez la souris (Ip et ai, 1993; Derouet et ai, 2004). Ceci
suggère donc un rôle de la neuropoiétine dans le développement nerveux. La
neuropoiétine se retrouvant sous forme de pseudogène chez l’humain, nous
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avons choisi de générer un Knock-Out classique pour cette protéine. La stratégie
consiste à insérer en aval du codon initiateur du gène de la neuropoiétine, deux
gènes rapporteurs (LacZ et eGFP codés par un ARN polycistronique), qui nous
permettront d’établir le profil d’expression de cette cytokine. Cependant, son
implication dans le développement du système nerveux laisse à penser que le
phénotype de cette souris transgénique pourrait être létal puisqu’il semble que la
neuropoiétine permette la mise en place des neurones au moment de
l’embryogenèse (Derouet et ai, 2004). L’analyse de ces souris Knock-Out
permettra de caractériser les ligands du CNTFR. Des analyses de
structures/fonctions de ces ligands pourront être envisagées et interviendront
peut-être dans le design de nouveaux antagonistes pour le récepteur au CNTF.
Quant à CLC, des données récentes ont montré que son inactivation, comme celle
de CLF, entraînait un syndrome CISS chez FI-Tomme (Knappskog et ai, 2003;
Rousseau et ai, 2006). Les souris inactivées pour le gène de CLF meurent
rapidement après la naissance suite à une absence de prise de nourriture
(Alexander et ai, 1999a). Il est donc envisageable que le phénotype de la souris
CLC-/- soit proche de celui des souris CLF-/-. C’est pourquoi, pour palier aux
risques d’obtenir un phénotype létal, nous avons élaboré un modèle de souris
Knock-In inductible dans le but d’inactiver le gène de CLC de façon spatio
temporelle. L’exon 3 du gène de CLC a été flanqué des sites LoxP permettant une
délétion de la région se trouvant entre ces sites. L’utilisation de souris exprimant
la Cre recombinase sous le contrôle de promoteurs connus, nous permettra
d’inactiver le gène dans des tissus spécifiques ou à un moment précis du
développement. Le gène rapporteur codant pour la -galactosidase a été introduit
pour s’exprimer uniquement en l’absence de CLC, et servira pour étudier le profil
d’expression de cette cytokine.
Deux syndromes impliquant des mutations dans des récepteurs de cytokine de la
famille de FIL-6 ont été décrits. Il s’agit du syndrome de Stflve-Wiedemann (ou
SWS) (Dagoneau et ai, 2004) qui met en cause des mutations inactivant le gène
du LIFRI3 et du syndrome de Sohar (ou CISS pour « Cold Induced Sweating
Syndrom ») (Knappskog et ai, 2003) qui présente des mutations dans le gène de
CLF. Ces patients présentent des symptômes particuliers, comme une
insensibilité à la douleur, une atrophie musculaire et des troubles de l’appétit
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(Knappskog et aÏ, 2003). La comparaison des symptômes des patients atteints de
SWS ou de CISS montre certains traits communs. Les patients (t SWS » ont
également des troubles de l’appétit et une diminution de la perception de la
douleur. Ces patients peuvent également présenter une sudation excessive et des
scolioses (Al-Gazali et ai, 2003). Le syndrome de Stfive-Wiedemann est cependant
plus drastique que le syndrome CISS. En effet, ces patients souffrent également
d’épisodes d’hyperthermie, de détresse respiratoire, d’hypotonie musculaire et
présentent un cintrage des os longs au niveau des membres. Ces symptômes
causent généralement une mort précoce, au contraire des patients « CISS »
(Knappskog et ai, 2003; Dagoneau et ai, 2004). Les différents symptômes
présentés rappellent les phénotypes observés chez les souris dont les gènes du
LIFRj3 (Li et ai, 1995; Ware et ai, 1995) ou du CLF (Alexander et ai, 1999a) ont été
inactivés. En effet, les souris CLF-/- ne se nourrissent pas spontanément et
meurent rapidement après leur naissance l’estomac vide. Le phénotype des souris
LIFRJ3-/- est létal, les embryons présentant des anomalies du développement des
os. Le phénotype plus sévère du SWS par rapport au CIS$ s’explique par
l’implication du LIFRJ3 dans les complexes récepteurs de plusieurs cytokines de la
famille de VIL-6. Ces résultats suggèrent donc que la cytokine composite
CLC/CLF est impliquée dans des mécanismes physiologiques précis chez
l’homme. Récemment, le séquençage du gène de CLF chez un autre patient
présentant certains symptômes du syndrome CISS, et notamment l’hyperhidrose
associée à des scolioses et à des coudes fixes, n’a pas permis d’identifier des
mutations altérant la fonction de cette protéine (Rousseau et ai, 2006).
Cependant, l’analyse du gêne de CLC a indiqué la présence de mutations non
synonymes hétérozygotes sur les deux allèles. Une de ces mutations entraîne la
formation d’un codon stop (Y1O7X) au tiers de la protéine. La deuxième mutation
(R197L) est située au niveau d’un motif de résidus conservés dans la partie C-
terminale de cette cytokine. Ce motif est constitué d’un résidu arginine et d’un
résidu aspartate qui sont conservés entre les différents ligands du CNTFRa. La
reconstitution in vitro de ces mutations démontre que le CLC Y1O7X n’est pas
exprimé. Cette mutation stop empêche sa synthèse. La mutation R197L est
prédite dans le site I de CLC, site correspondant au site d’interaction de cette
cytokine avec le CNTFRa (Perret et ai, 2004). Cette mutation abolit l’interaction
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du CLC avec le CNTFRa. En revanche, la mutation R197L n’abolit pas
l’interaction de CLC avec CLF, ce qui confirme l’observation que ces deux
protéines (CLF et CNTFRa) interagissent avec CLC par un site différent (Perret et
ut, 2004).
Cette étude démontre donc que la cytokine composite CLC/CLf possède
des activités biologiques non-redondantes chez l’homme par rapport au CNTF
(Takahashi et aÏ, 1994) ou par rapport à la neuropoiétine (Derouet et ut, 2004).
L’implication de CLC dans des mécanismes physiologiques ne semble pas
redondante avec les autres cytokines de la famille de l’IL-6. Les différents
symptômes associés à des mutations inactivant chez l’homme soit la fonction de
CLC, soit la fonction de CLF suggèrent plusieurs rôles physiologiques de cette
cytokine composite.
Une première activité est relative à l’atrophie musculaire des mains, à l’extension
limitée des bras et au faciès particulier qui sont observés chez les patients CISS.
En effet, ces observations suggèrent un rôle du CLC/CLF dans le maintien des
motoneurones au niveau des muscles squelettiques. L’inactivation du gène du
CNTFRa entraîne la perte de 40% des motoneurones de la face chez la souris
(DeChiara et ai, 1995). Le faciès sans expression des patients CISS pourrait
refléter en partie ce phénotype et suggère donc un rôle de CLC/CLF dans le
maintien des motoneurones régulant l’activité des muscles du visage. En
revanche, cette hypothèse de modification de l’expression du faciès sera
difficilement vérifiable et analysable avec les souris Knock-In pour le gène de
CLC.
Une deuxième activité est suggérée par les différents symptômes de scolioses dont
souffrent les patients. Le CLC/CLF pourrait ainsi agir comme le LIF sur le
remodelage osseux (Allan et ut, 1990). Cependant, les souris CLF/- ne présentent
pas d’anomalies morphologiques évidentes mais meurent rapidement après la
naissance. L’analyse du squelette des souris inactivées pour le gène de CLC nous
permettra de visualiser des modifications éventuelles au niveau des os longs et de
la colonne vertébrale.
Un troisième rôle de CLC/CLF est une action potentielle sur les glandes
sudoripares. La réponse physiologique correcte de ces glandes est influencée par
leur innervation sympathique. Cette innervation subit un changement
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phénotypique au cours du développement (Grant et ai, 1995). En effet, les axones
sympathiques qui innervent les glandes sont initialement noradrénergiques. Un
facteur soluble sécrété par les glandes sudoripares va agir sur ces axones pour
induire un changement de phénotype noradrénergique vers un phénotype
cholinergique (Grant et ai, 1995). Cette étape est nécessaire pour le
fonctionnement correct de ces glandes. Ce changement phénotypique peut être
stimulé par différentes cytokines de la famille de flL-6 comme le CNTF (Rao et ai,
1992), le LIF (Yamamori et ai, 1989) et la CT-1 (Habecker et aÏ, 1995). Le facteur
soluble produit par les glandes sudoripares permettant ce changement in vivo, a
été partiellement isolé (Habecker et ai, 1997). Il agit sur les axones en recrutant
gpl3O et le LIFRf3 mais n’est ni le CNTF, ni le LIF. La dérégulation de la sudation
chez les patients souffrant du syndrome CIS$ suggère que le CLC associé au CLF
ou au CNTFRa soluble pourrait être ce facteur.
Une quatrième fonction potentielle de CLC/CLF pourrait être le maintien de
neurones sensoriels périphériques. La caractéristique des patients atteints du
syndrome CISS est un déficit marqué dans la nociception, la sensation de
chaleur, et la régulation de la transpiration (Knappskog et ai, 2003). Ce
phénotype indique des rôles spécifiques non redondants de CLC/CLF dans le
développement du système nerveux périphérique. L’insensibilité à la douleur a
également été identifiée dans d’autres syndromes comme le syndrome CIPA (pour
Congenital Insensitivity to Pain with Anhidrosis). Cette pathologie est liée à des
mutations inactivant le récepteur au NGF (TrkA). Contrairement aux patients
atteints du syndrome CIPA, les patients atteints de CISS n’ont pas de retard
mental (Indo et ai, 1996; Knappskog et ai, 2003). La sensation de chaleur est
relayée par des neurones sensoriels des ganglions de la racine dorsale (dorsal root
ganglia (DRG)), qui se terminent par des extrémités nerveuses libres dans la peau
(Patapoutian et aÏ, 2003). Ceci implique l’activation des récepteurs couplés à un
canal voltage-dépendant impliqués dans la sensation de chaleur (thermoTRPVs)
(Patapoutian et ai, 2003; Tominaga and Caterina, 2004). Certains de ces
récepteurs sont régulés par des cytokines telles que le NGf ou l’IGF- 1 (Kanzaki et
ai, 1999; Chuang et ai, 2001; Ji et ai, 2002). CLC/CLF pourrait donc jouer un
rôle dans le contrôle de la nociception et de la sensation de chaleur par les
neurones du DRG qui innervent la peau. L’analyse de l’expression des
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thermorécepteurs TRPV dans les souris inactivées pour le gène de CLC nous
permettra de vérifier l’implication de cette cytokine dans la perception de la
douleur. Le nombre de neurones DRG pourra être comparé entre les souris
inactivées pour le gène de CLC et les souris sauvages, ainsi que l’expression des
récepteurs thermoTRPVs. Des tests de sensibilité comme le test du laser ou le
test à la formaline permettront également de comparer la nociception chez les
souris CLC-I- et les souris sauvages. La compréhension de cette fonction pourra
servir à trouver de nouvelles approches thérapeutiques pour traiter la douleur,
avec la possibilité d’induire une analgésie en bloquant cette cytokine. Le troisième
ligand du CNTFR, la neuropoiétine pourrait cependant compliquer les expériences
avec le Knock-In de CLC. C’est pourquoi, nous avons également initié la
production d’une souris inactivée pour le gène de la neuropoiétine.
Une dernière fonction potentielle du CLC/CLF pourrait être liée au contrôle de la
balance énergétique et de la sensation de faim. Plusieurs études ont suggéré un
rôle de la voie du récepteur du CNTF dans ce domaine après l’analyse de
l’inactivation du gène du CNTFRa chez la souris. En effet, ces animaux modifiés
ne se nourrissent pas et meurent l’estomac vide après leur naissance (DeChiara
et aÏ, 1995). Les centres de la régulation de la balance énergétique sont localisés
dans l’hypothalamus. Les différentes chaînes du récepteur tripartite au CNTF
sont exprimées dans cette zone du cerveau (Gloaguen et ai, 1997) et pourraient y
jouer un rôle comme le suggère les différents phénotypes associés à l’inactivation
de leurs gènes (DeChiara et ai, 1995; Dagoneau et ai, 2004). De plus, une étude
récente démontre que l’administration au niveau du système nerveux central de
CNTF augmente la neurogénèse dans les centres de régulation de la faim de
l’hypothalamus chez la souris (Kokoeva et ai, 2005). L’analyse des souris dont le
gène du CNTF est inactivé montre qu’elles ne présentent pas de phénotype
particulier, il en est de même pour les sujets ayant une déficience de ce gène
(Takahashi et ai, 1994). Au contraire, les souris dont le gène du CLF est inactivé
présentent un phénotype relativement similaire aux souris CNTFR/ (Alexander et
aï, 1999a; forger et aï, 2003); il est également corrélé aux symptômes de certains
patients CISS. Ces observations suggèrent que le CLC/CLF pourrait être le ligand
du récepteur tripartite au CNTf au niveau de l’hypothalamus et pourrait ainsi
jouer un rôle dans la balance énergétique et la prise alimentaire.
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La comparaison des symptômes des patients ayant des mutations dans
CLC ou CLF indique cependant certaines différences. Le patient « déficient» pour
CLC présente une neuropathie des nerfs sensitifs, ce qui n’est pas décrit chez les
autres patients. De plus, seuls les patients ayant des mutations inactivant le
gène de CLF ont des troubles de l’appétit. D’autre part, l’analyse de la distribution
tissulaire de CLC et CLF par hybridation in situ et par PCI? quantitative chez la
souris, démontre que ces deux molécules ne sont pas strictement co-localisées.
Le transcrit de CLF est ainsi hautement exprimé dans les poumons et dans les
bronches, alors que le transcrit de CLC n’est que très faiblement détectable (de
Bovis et ai, 2005). Le CLf pourrait donc être impliqué dans la formation d’autres
cytokines composites.
Enfin, un nouveau syndrome a récemment été décrit qui présente certains
symptômes communs avec le syndrome CISS. Les patients souffrant du
syndrome SPOAN (pour « Spastic Paraplegia, Optic Atrophy and Neuropathy »)
souffrent de scolioses, d’hyperhidrose, et ont des difficultés d’extension des
genoux (Macedo-Souza et ai, 2005). Ce syndrome est associé â une très large
région au niveau du locus 1 1q13 chez l’homme. Cette région génomique
comprend une centaine de gènes dont le gène de CLC. Bien que l’ensemble du
tableau clinique ne soit pas tout-à-fait commun entre les syndromes CISS et
SPOAN, une implication du gène de CLC reste possible dans ce dernier syndrome.
Contrairement aux syndromes et maladies décrits précédemment qui sont
dus à une sous expression, voire une absence des cytokines CLC, CNTF ou CLF,
la surexpression de ces protéines peut également causer des troubles
pathologiques, en particulier des phénomènes inflammatoires et tumoraux. En
effet, les essais cliniques de phase II menés pour le traitement de la SLA où une
forte dose de CNTF a été administrée, ont démontré des effets secondaires
importants dont une inflammation marquée et une perte de poids (Miller et ai,
1996).
Un des sujets de ce travail de thèse a été d’étudier l’implication de CLC
dans le développement du cancer du sein. Comme le LIF et l’OSM ont des
fonctions dans les lignées cellulaires de cancer du sein (Douglas et ai, 1997;
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Douglas et ai, 1998), et que leurs récepteurs sont composés des mêmes chaînes
transductrices du signal que le CNTFR, nous avons examiné si des lignées
cellulaires de cancer du sein ainsi que des biopsies de cancer du sein exprimaient
simultanément le récepteur au CNTF et ses ligands. Nous avons montré que les
lignées cellulaires exprimaient un CNTFR fonctionnel, avec une activation des
voies de signalisation JAK/STAT et MAPK. De plus, l’ARN messager de CLC est
exprimé de façon ubiquitaire aussi bien dans les lignées que dans les biopsies. La
présence de la protéine a été démontrée par Western Blot et par cytométrie de
flux sur la lignée MCF-7 grâce à des anticorps monoclonaux dirigés contre cette
protéine. Dans cette lignée, le CNTF et le complexe CLC/CLF induisent une
activation efficace de STAT1, STAT3 et de la voie des MAPK. Ces observations
démontrent que CLC a un rôle potentiel en tant que facteur de croissance
autocrine dans la tumorigénèse. Il a été montré que 1’IL-6 pouvait être produite
par les cellules de cancer du sein (Cricliton et aï, 1996; Conze et ai, 2001;
Knupfer et ai, 2004), et sa concentration peut augmenter dans le sérum de
patients atteints de cancer du sein (Benoy et ai, 2002; Bachelot et ai, 2003;
Salgado et ai, 2003; Bozcuk et ai, 2004). La présence d’un fort taux d’IL-6 dans le
sérum est corrélé avec un mauvais pronostic de survie des patients (Benoy et ai,
2002; Bachelot et ai, 2003; Salgado et ai, 2003; Bozcuk et ai, 2004). De plus,
l’activation constitutive de STAT1 et STAT3 dans le cancer du sein est fréquente
(Bravo and Heath, 2000; Turkson and Jove, 2000), et ces deux facteurs de
transcription sont également activés par les récepteurs de la famille de FIL-6
(Peters et ai, 1998; Bravo and Heath, 2000; Heinrich et ai, 2003). Il est
particulièrement intéressant de tenter d’exploiter la voie de signalisation
JAK/STAT pour la découverte de drogues anticancéreuses puisque cette voie est
utilisée par de nombreuses cytokines et facteurs de croissance. Des petits
modulateurs non peptidiques de ces cytokines offrent un potentiel de facilité de
production, de biodisponibilité orale et ont peu d’effets immunogéniques (Seidel et
ai, 2000).
Des études récentes ont démontré que l’activation constitutive de STAT3
pouvait avoir un rôle important dans le développement de nombreux cancers
(Bromberg et ai, 1999). Ainsi des antagonistes de STAT3 pourraient être très
utiles dans le traitement de certains cancers. En effet, dans des cultures
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cellulaires comme dans des modèles animaux, l’activation constitutive de STAT3
seule est suffisante pour induire un phénotype de maladie. De plus, des études
ont montré qu’en bloquant la signalisation de STAT3, le phénotype des maladies
est inversé. C’est pourquoi les mécanismes moléculaires de l’oncogenèse due à
STAT3 doivent être clairement établis (Turkson and Jove, 2000). Une activité
anormale des récepteurs physiologiques ou des ligands qui activent la voie de
signalisation des STATs tels que CLC/CLF et CNTF, peut induire une activation
constitutive de ces facteurs de transcription. L’inhibition de ces récepteurs ou
ligands représente donc un moyen de bloquer l’activation des STATs. Par
exemple, en mutant les sites de fixation de l’IL-6 pour son récepteur IL-6Ra,
l’affinité de la cytokine augmente pour son récepteur mais ces modifications
abolissent l’activité biologique du complexe (Savino et aI, 1994). Ces auteurs ont
donc produit un antagoniste puissant de l’TL-6 (IL-6mutée) qui permet de bloquer
l’activation constitutive de STAT3 dans des cellules de myélome et inhibe la
croissance cellulaire (Sporeno et cil, 1996). Une autre approche thérapeutique
permettant de bloquer l’activation constitutive de STAT3 est l’utilisation du
trastuzumab (Herceptin®), qui est un anticorps monoclonal humanisé bloquant le
récepteur HER2 qui est surexprimé dans le cancer du sein. Donc le blocage de la
signalisation induite par le CNTF ou CLC/CLF représente une alternative
potentielle dans l’inhibition de STAT3.
Le développement du cancer du sein est en partie régulé par des mécanismes
autocrines et paracrines via les interactions entre l’épithélium et le mésenchyme.
Les oestrogènes produits par les cellules du stroma entourant la tumeur agissent
pour stimuler la production de facteurs de croissance et des cytokines par les
cellules tumorales. Nous avons analysé le rôle de CLC/CLF et du CNTf dans le
développement du cancer du sein. Nos résultats suggèrent une corrélation entre
l’expression du CNTFR et des récepteurs aux oestrogènes. Le potentiel de
l’inhibition de la voie de signalisation du CNTFR comme thérapie adjuvante pour
le cancer du sein pourrait être restreinte à la phase dépendante des facteurs de
croissance et des hormones qui permettent l’initiation du développement de la
tumeur. De plus, CLC pourrait avoir une action différente de celle de VIL-6 qui
peut être exprimée par les cellules présentant une résistance multiple au
traitement (Conze et cil, 2001).
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Nos connaissances des fonctions précises de CLC restent encore fragmentaires.
Sachant que les patients atteints du syndrome CISS ont une perception de la
douleur altérée et des problèmes de scoliose, il est envisageable de penser que
CLC, produite par les tumeurs de sein, a des effets exocrines et contribue à la
destruction des os liée au cancer et à la douleur. Des études chez des rongeurs
indiquent que CLC, comme CNTF, induit une perte de poids (Senaldi et ai, 1999)
et pourrait avoir un rôle dans le syndrome d’anorexie et de cachexie cancéreuse
comme l’IL-6 (Kurebayashi, 2000). Enfin, chez la souris, CLC semble jouer un
rôle dans le contrôle circadien de l’activité locomotrice des animaux (Kraves and
Weitz, 2006). CLC produite par les tumeurs pourrait alors être un facteur
impliqué dans l’altération du système circadien observée chez les patients atteints
de cancer du sein (Mormont and Levi, 1997; Keith et ai, 2001).
La croissance initiale des cellules de cancer du sein est vraisemblablement
régulée par un équilibre entre les hormones stéroïdiennes, les membres de la
famille EGF, 10F et FGF, et les cytokines telles que l’IL-6 et CLC/CLF.
L’expression de ces cytokines et de leurs récepteurs pourrait jouer un rôle dans la
biologie des cellules de sein normales ou tumorales ; ainsi, de nouvelles
opportunités de traitement sont envisageables (Mayer, 2005). Le blocage de la
voie de signalisation des JAK/STAT par l’intermédiaire du blocage de CLC
pourrait avoir des effets à plusieurs niveaux: au niveau neurologique (rôle dans
la perception de la douleur), en cancérologie (rôle autocrine et paracrine de CLC
dans le cancer du sein) et éventuellement un rôle au niveau du système
immunitaire (rôle potentiel de CLC sur les lymphocytes B). La compréhension de
la fonction de CLC et son éventuelle inactivation représentent un enjeu
thérapeutique majeur dans le traitement de maladies comme le cancer, ou dans
l’élaboration de nouveaux agents analgésiques.
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Conclusion
La génération d’un signal biologique en réponse à une cytokine comporte
de nombreux niveaux de régulation depuis la fixation du ligand sur son récepteur
jusqu’à la réponse biologique en passant par l’activation des voies de
transduction du signal cytoplasmique et nucléaire et par l’inhibition de cette
cascade. Durant ma thèse, nous avons étudié le rôle des deux ligands sécrétés du
récepteur au CNTF, CLC et la neuropoiétine. Ces cytokines ont été mises en
évidence récemment et peu de données sur leurs fonctions sont disponibles. Nous
avons donc initié la génération de souris transgéniques où les gènes de ces
cytokines seront inactivés. Pour CLC, l’exon 3 du gène a été flanqué des sites
LoxP pour obtenir un modèle de souris Knock-In inductible. Pour inactiver la
neuropoiétine, comme elle se retrouve sous forme de pseudogène chez l’Homme,
un Knock-Out classique a été choisi. La mise en évidence des voies de
signalisation empruntées par la neuropoiétine nous a permis de rendre compte de
sa redondance avec le CNTF. Elle entraîne également la synthèse de
neuropeptides pouvant être impliqués dans la différenciation neuronale. Quant à
CLC, son expression dans le cancer du sein a été étudiée et nous avons montré
dans des modèles de culture in vitro que cette cytokine pourrait avoir un rôle
autocrine dans le développement du cancer du sein. D’après les symptômes des
patients atteints du syndrome CISS et les résultats obtenus dans le cancer du
sein, il sera intéressant de tester cette molécule dans des essais de perception de
la douleur. Si les essais thérapeutiques avec CNTF ont eu des résultats mitigés, la
compréhension de la fonction des ligands alternatifs du CNTFR permettra
éventuellement de palier aux effets secondaires observés avec le CNTF. En effet,
la pléiotropie des molécules de cette famille rend difficile leur analyse en
thérapeutique en partie à cause de leur signalisation intracellulaire commune.
L’utilisation de molécules agonistes, antagonistes ou d’anticorps monoclonaux
neutralisant spécifiquement ces cytokines pourrait représenter un espoir
thérapeutique.
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